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ABSTRACT 
In higher plants chloroplasts, a homotetrameric enzyme 
(MW 160000), fructose-1,6-bisphosphatase (CFBPase) catalyzes 
the cleavage of fructose l,6-bisphosphate to fructose 6- 
phosphate and inorganic phosphate. 
Like other regulatory steps in this organelle, the 
striking feature of CFBPase is the modulation of activity by 
the concerted action of stromal metabolites and the light- 
stimulated Ferredoxin-Tiorredoxin System. In vitro, the 
enzyme activity is activated by physiological (thioredoxin) 
and non-physiological (cosolvents, caotropic anions and high 
preassure) modulators. Hence the modification of 
intramolecular non-covalent interaction contribute to 
enhance the reductive activation of CFBPase. 
In order to determine the kinetic and structural 
characteristics of the enzyme, the cDNA encoding wheat 
CFBPase was cloned in the plasmid pGEX-1. The expressed 
polipeptide comprised the chloroplast enzyme bound to the C- 
terminus of the Glutation-S-transferase was purified by 
affinity chromatography. Given that most of this novel 
protein accumulated in the particulate fraction of the 
lysate in the form of Inclusion Bodies, the recovery of 
functionality was essayed. After the insoluble material was 
resuspended under different conditions, the effect of 
physiological and non-physiological compounds as well as 
antibodies were analized on the recovery of CFBPase and 
Glutation-S-transferase catalytic activity. At variance with 
homotetrameric CFBPases from other sources, the catalytic 
capacity of the chimeric enzyme resided in a dimer. 
In order to evaluate the alterations that the 
Glutation-S-transferase moiety introduced on the enzyme 
activity and the formation of Inclusion Bodies, the cDNA 
that encodes the CFBPase was inserted in the plasmid PET-22. 
The homotetrameric, soluble and active enzyme was 
subsequently characterized. Like counterparts from other 
sources, wheat CFBPase is activable by reductants 
(dithiothreitol) and physiological (thioredoxin) and non- 
physiological (protein perturbants) modulators. 
Interestingly, the absence of 20 aminoacid residues in the 
N-terminal region does not influence the catalytic activity. 
RESUMEN 
La Fructosa-1,6-bisfosfatasa de 10s cloroplastos 
(CFBPasa) de las plantas superiores es un homotetramero de 
peso molecular c.a 160000 que cataliza la siguiente 
reaccibn : 
fructosa 1,6-bisfosfato + H20---- > fructosa 6-fosfato + Pi 
La actividad CFBPasa es modulada por la luz, tal como 
ocurre con otras enzimas regulatorias del cloroplasto. La 
actividad de la enzima aumenta luego de la transici6n 
oscuridad-luz debido a ue ocurre (a) un aumento del pH y de 
la concentraci6n de Mg2% en el estroma del cloroplasto, (b) 
la modification de otros metabolites y iones del cloroplasto 
y (c) la reduccion de grupos -S-S- de la enzima. La 
influencia de la luz se debe a1 efecto del Sistema de 
Transporte de Electrones mediado por el Sistema Ferredoxina- 
Tiorredoxina. In vitro, la. actividad de la CFBPasa es 
modulada por componentes tanto fisiol6gicos (tiorredoxina) 
como no fisiol6gicos (cosolventes, aniones caotrdpicos, alta 
presion). Los cambios conforrnacionales inducidos por estos 
moduladores son 10s responsables del aumento de su actividad 
especifica. 
A fin de analizar las caracteristicas cineticas y 
estructurales de la enzima, el gen de la CFBPasa de 10s 
cloroplastos de trigo fue subclonado en el plgsmido pGEX-1. 
La expresion del gen de la proteina de fusi6n conteniendo a 
la Glutation-S-transferasa en su extremo N-terminal y a la 
CFBPasa de trigo en el C-terminal produjo 10s cuerpos de 
inclusion. En consecuencia, la CFBPasa particiono en la 
fraccidn insoluble del lisado bacteriano. Con esta 
suspension fue analizado el proceso de recuperacidn de las 
propiedades funcionales de la CFBPasa mediante tecnicas de 
desnaturalizacidn y resolubilizaci6n de proteinas. Ademas 
se estudio el efecto de moduladores -fisiologicos y no 
fisiologicos- y de anticuerpos sobre la reconstitucidn de 
las actividades CFBPasa como Glutation-S-transferasa en la 
proteina quimkrica. En contraste con las CFBPasas 
homotetramericas obtenidas de otras fuentes, la capacidad 
catalitica residia en un dimero. 
A fin de caracterizar a la enzima de cloroplastos y 
comparar su comportamiento con el de la CFBPasa contenida en 
la proteina de fusidn, la secuencia nucleotidica que 
codifica para la CFBPasa de trigo fue clonada y expresada en 
otro vector: el plAsmido PET-22. Este plasmido condujo a la 
obtencion de la enzima libre del fragment0 GST, en la 
fracci6n soluble del lidado bacteriano. A partir del mismo, 
la CFBPasa fue purificada a homogeneidad y .caracterizada 
estructural y cineticamente. A1 igual que las contraparte de 
otros origenes, la CFBPasa de trigo era un homotetramero 
activable por reductores (ditiotreitol) y moduladores 
fisiologicos (tiorredoxina) y no-fisiologicos (perturbantes 
proteicos). De particular interes en estos estudios fue que 
la ausencia de 20 aminoacidos de la region N-terminal de la 
CFBPasa no afectara la capacidad catalitica de la enzirna. De 
manera que una region altamente variable en las FBPasas, 
cloroplasticas y no cloroplasticas, no tendria participation 
en el mecanismo catalitico. 
Introduccion 
PRIMERA PARTE 
FOTOSINTESIS 
La fotosintesis, el proceso fundamental para las formas 
vivientes actuales, surgi6 hace unos tres billones de afios 
despues de la aparicion de 10s primeros organismos 
vivientes. Este proceso recien avenido habria tenido 
caracteristicas similares a las del Fotosistema I. La 
atmosfera rica en oxigeno aparecio un billon de afios 
despues, cuando 10s organismos estuvieron dotados de 
Fotosistema 11. 
La fotosintesis actual no solo produce el oxigeno sino 
que ademas renueva las reservas de carbono organic0 del 
planeta. Los principales productos organicos de la 
fotosintesis son la glucosa y sus polimeros, el almidon y la 
celulosa. En este proceso la conversion del dioxido de 
carbono (COZ) y el agua (H20) a hidratos de carbono y 
oxigeno (02) tiene lugar en 10s cloroplastos o en las 
membranas de 10s organismos fotosinteticos. La reaccion se 
puede representar con la siguiente ecuacion: 
Luz solar 
C02 + H20 ------------------ ' CCH201n + 02 
hidratos 
de carbono 
Mediante esta reaccion endergonica (d~"=2868 kJ/mol 
C6Hl2O6) la energia radiante del sol es convertida en 
energia quimica. En las plantas verdes y cianobacterias el 
dador de hidrogenos para la reduccion de C02 es el H20 
[ecuacion (l)], por lo cual la evolution de O2 es una 
consecuencia de la oxidation del agua. La comparacion de la 
fotosintesis vegetal con las bacterias que asimilan C02 en 
presencia de luz sin generar 02 condujo a la siguiente 
ecuacion general de la fotosintesis: 
CO2 + 2 H2A + luz------- > [CH20] + H20 + 2 A 
aceptor dador aceptor dador 
de de reducido oxidado 
hidrogeno hidrogeno 
EL CLOROPLASTO, UNIDAD FOTOSINTETICA 
La fotosintesis es un mecanismo que involucra dos 
eventos fotoquimicos necesarios para que se lleven a cab0 
reacciones bioquimicas. En las plantas superiores, tal como 
quedo demostrado por Arnon y sus colaboradores (Arnon, 
1955), el proceso fotosintetico ocurre en forma completa en 
el cloroplasto. Esta organela esta rodeada por una membrana 
externa, separada de la interna por un pequeiio espacio. La 
membrana interna contiene a1 estroma en el cual se 
hallan las enzimas solubles -responsables de la fase 
oscura de la fotosintesis- y a las membranas tilacoides que 
contienen la maquinaria transductora de energia -responsable 
de la fase lminica de la fotosintesis. 
TRANSFERENCIA DE ENERGIA 
Todos 10s organismos fotosinteticos contienen uno o 
varios pigmentos capaces de absorber la luz e iniciar las 
reacciones fotoquimicas de la fotosintesis. Las principales 
moleculas fotoreceptoras en 10s cloroplastos de las plantas 
verdes son las clorofilas a y b. Otros pigmentos accesorios 
son 10s carotenoides, de color amarillo o naranja, cuyo rol 
principal es complementar a las clorofilas en la captacion 
de luz y la proteccion de las membranas celulares contra la 
fotoxidacion a altas intensidades de luz. 
A 1  absorber la luz, 10s pigmentos promueven a uno de 
sus electrones desde un estado energetic0 basal hasta un 
estado excitado del cual migra con una eficiencia cercana 
a1 100% a otros pigmentos, hasta alcanzar una clorofila 
especializada (P): el centro de reacci6n. Alli ocurre el 
evento central de la reaction fotoquimica: el estado 
excitado de P, el agente reductor mas potente de 10s 
sistemas biologicos, reduce a1 aceptor A, generandose la 
separacion de las cargas (P+A-). El posterior transporte de 
10s electrones a lo largo de un camino de oxido-reducciones 
impide el retorno a1 estado original. El pigmento P oxidado 
es un oxidante fuerte, que a expensas de un dador adecuado 
vuelve a reducirse para permitir que el ciclo vuelva a 
repetirse por una nueva absorcion de un foton. 
Dox 
Dred 
FOTOSINTESIS EN LAS PLANTAS 
En las bacterias purpuras y verdes ocurre una unica 
fotoreaccion que no libera oxigeno. Para ello 10s dadores de 
electrones son compuestos sulfurosos como H2S o sustancias 
organicas. En plantas, cianobacterias y algas dos eventos 
fotoquimicos conectados en serie transfieren un electron a 
traves del Sistema de Trans~orte de Electrones (Hoober, 
1984) para generar un reductor potente utilizado en la 
asimilacion del carbon0 v la concomitante formacion de 
oxigeno . 
FOTOSISTEMAS 
La fotosintesis oxigenica tiene dos tipos de centros de 
reaccion: el P700, asociado a1 Fotosistema I (PSI) y el 
P680, asociado a1 Fotosistema I1 (PSII). El primero produce 
un reductor fuerte para la formation de NADPH y el segundo 
genera un oxidante fuerte que lleva a la produccion de 
oxigeno. La interaction entre ambos fotosistemas establece 
un gradiente de H+ entre el estroma y el lumen del tilacoide 
cuya disipacion a traves del factor de acoplamiento (CFO- 
CF1) sintetiza ATP. 
Fotosistema I1 
El estado excitado ~680" es un reductor debil que 
transfiere un electron a la feofitina, el cual a su vez 
reduce dos plastoquinonas (2Q) con el concurso de H+ del 
estroma (2QH2). Para volver a1 estado basal el cation ~680+ 
recupera electrones a partir del H20, generandose O2 y H+. 
Los H+ para neutralizar la quinona, captados del estroma del 
cloroplasto y 10s H+ producidos por la oxidation del H20 en 
el lumen del tilacoide, originan el primer evento generador 
de una diferencia de pH entre ambos compartimentos. 
TILACOIDE ESTROMA 
Corn~leio citocrorno b/f 
El complejo citocromo b/f cataliza la transferencia de 
10s electrones desde el plastoquinol (QH2) hasta la 
plastocianina (PC), una proteina residente en el lado 
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luminal de la membrana tilacoide. En este proceso 10s 
protones liberados y 10s adicionales bombeados por este 
complejo son transportados a1 interior del tilacoide para 
aumentar la diferencia de pH entre el estroma y el lumen del 
tilacoide. 
Lumen Estroma 
Fotosistema I 
El estado excitado ~ 7 0 0 *  transfiere un electron a otra 
clorofila aceptora, generando la biomolecula con mayor poder 
reductor. Para volver a su estado energetic0 basal, el 
cation ~ 7 0 0 +  recupera un electron de la PC reducida por el 
PSII. Por otra parte una cadena de transporte de electrones 
transfiere el electron desde el aceptor reducido a una 
proteina soluble localizada en el lado estromatico de la 
membrana tilacoide: la Ferredoxina (Fd) (12 kDa) 
La Fd reducida transfiere electrones a1 NADP+ para 
formar NADPH. Esta reaccion es catalizada por la Ferredoxina 
NADP* reductasa (FNR) en el lado estromatico de la membrana. 
La captura de un H+ en la reduccion del NADP' tambien 
contribuye a incrementar la acidificacion del interior del 
tilacoide y la alcalinizacion del estroma. 
La reaccion general catalizada por el PSI  es: 
Lumen 
PSI  
Estroma 
En esencia la luz causa el flujo de electrones desde el 
aqua hasta el NADPH y lleva a la qeneracion de una fuerza 
proton-motriz. Este camino, denominado Esquema Z de la 
fotosintesis por R. Hill (Hill and Bendall, 1960; 
Blankenship and Prince, 1985) se resume en la figura 1. 
Introduccidn I 
Fotosisterna I 
Fotosisterna It \ A 0  
A 1 
P h  
I 
Fe *S 
hV, + Fd \[N=) 
Q* 
+ 
Q, 
Gradlent. 
" 2 
de prolonor 
hV2 
Cyt b t  
3 
ae Mn 
O2 + do aradlrnto proton.. 
Figura 1. Esquema Z de la fotosintesis. Este esquema representa el 
potencial de reducc ion de 10s diversos intermediarios en el transporte 
electronic0 en y entre 10s fotosistemas I y 1 1  P680: Pigmento de 
absorcion a 680 nm. Clorofila del centro de reaccion del fotosistema 11. 
P680 : P680 excitado. P700: Pigmento de absorcion a 700 nm. Clorof i la 
del centro de reacci6n del fotosistema I .  P700 : P700 excitado. Ph: 
Feofitina. QA, QB: Plastoquinonas unidas a proteinas A y B. QH2: 
Plastoquinona. Cyt bf: Citocromo b y f. PC: Plastocianina. Ao, A 1 :  
Aceptores electronicos del fotosistema I .  Fe.S: Transportador 
electronic0 cuyo centro activo contiene Fe y S. Fd: Ferredoxina. Centro 
de Mn: centro activo del complejo productor de 02. Z: intermediario 
entre el iltimo y el centro de reacci6n del fotosistema 11. 
En base a lo antedicho la reaccion neta entre arabos 
fotosistemas es: 
(5 1 
2 H20 + 2 NADP++ 6 H+ externos-->02 + 2 NADPH + 8  i inter nos 
SINTESIS DE ATP 
En 10s cloroplastos y las mitocondrias, la fuerza 
proton-motriz (a p) esta determinada por dos componentes: el 
gradiente de pH y el potencial de membrana ( A * ) :  
En 10s cloroplastos ApH es el factor determinante del 
n p  ya que existe un transporte net0 de protones hacia el 
interior del tilacoide ( A  pH= 3.5). La H + - A T P ~ ~ ~  que
transporta 10s Hf en el sentido inverso aprovecha este 
proceso para fabricar ATP. 
De manera que el ATP y el NADPH constituyen 10s 
productos de la fase luminica de la fotosintesis cuya 
utilization en la fase oscura de la fotosintesis contribuira 
con la construcci6n de 10s esqueletos carbonados a partir 
de C02 . 
CICLO DE BENSON Y CALVIN. ASIMILACION DE CO? 
El ciclo reductivo de las Pentosas Fosfato o CBC es el 
mecanismo primario de asimilacion de C02 en las plantas. El 
punto crucial de este mecanismo es la carboxilacion de un 
aceptor de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-bisfosfato 
(RuBP), para producir dos moleculas de 3-fosfoglicerato (3- 
PGA) -reaction 1, fia. 2-. Esta reaction, altamente 
exergonica ( A G O =  -12,4 kCal/mol) y por lo tanto 
irreversible, es catalizada por la enzima Ribulosa 
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco). Los pasos 
subsiguientes del CBC, conocidos como etapa reductiva, 
consumen el ATP y el NADPH producidos durante las reacciones 
luminicas para reducir el PGA a GA3-P -reacciones 2 y 3, 
fia. 2-. Una parte del "poolH de GA3-P, mediante una serie 
de isomerizaciones, condensaciones e hidrolisis genera la 
RuSP. La fosforilaci6n de este compuesto restituye a1 
aceptor primario de C02, la RuBP y con ello cierra el ciclo 
para continuar la asimilacion de C02. El GA3-P excedente 
constituye el product0 net0 del ciclo y sirve como precursor 
para la sintesis de almidon dentro del cloroplasto o es 
transportado a1 citoplasma para la sintesis de sacarosa. 
De esta manera, el CBC constituye la interfase que une 
la transduccion de la energia luminosa en las membranas 
tilacoides con la utilization de 10s metabolitos en otros 
compartimentos celulares. 
CYTOPLASM 
:CsH110~lO ICcH& 
sucrose 
1- 
sucrose S ~ P  
CHLOROPLAST 
A ~ P  PPI' starch I I 
~ 
Figura 2. Giclo reductivo de las Pentosas Fosfato. Utilizaci6n del C02 
atmosferico en la sintesi s de compuestos organicos. Las cuatro primeras 
reacciones enzimat icas del ciclo disminuyen el numero de oxidacidn del 
6tomo de carbono originado a partir del C02 (en negrita). El carbono se 
dirige hacia la sintesis de almiddn, en el cloroplasto (arriba a la 
izq.), o de sacarosa en el citoplasma (izq.). Las flechas gruesas 
sefialan 10s pasos enzimaticos que son regulados por el Sistema 
Ferredox ina-Tiorredox ina . La f lecha rayada representa la reaccion 
controlada por Rubisco Activasa. ADPG: adenosina 5'-difosfo-glucosa; 
DPGA: 1,3-bisfoglicerato ; E4P: eritrosa 4-fosfato; F6P: fructosa 6- 
fosfato; FBP: fructosa 1,6-bisfosfato; G1P: glucosa I-fosfato; 66P: 
glucosa 6-fosfato; GA3-P: gl iceraldeh id0 3-fosfato; P6A: 3- 
fosfoglicerato; PPi :  pirofosfato; P: fosfato orgdnico; P-OH: 
ortofosfato; R5P: ribosa 5-fosfato; Ru5P: ribulosa 5-fosfato; RBP: 
ribulosa 1,5-bi sfosfato; S7P: sedoheptulosa 7-fosfato; SBP: 
sedoheptulosa 1,7-bisfosfato; UDPG: uridina 5'-difosfo-glucosa; XuSP: 
xilulosa 5-fosfato; I: Rubisco; 2: 3-fosfo glicerato quinasa; 3:  NADP- 
gl iceraldehido-3-P deshidrogenasa; 4: triosafosfato isomerasa; 5, 8: 
aldolasa; 6: fructosa-1,6-bisfosfatasa; 7, 10: transcetolasa; 9: 
sedoheptulosa-1 ,7-b i sfosfatasa; 11 : fosfocetopentosa isomerasa; 12: 
fosforibosa isomerasa; 13: fosfori buloqu inasa 
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REGULACION DE LA ASIMILACION DE C02 EN LA FOTOSINTESIS 
OXIGENICA. 
Es bien sabido que en la fotosintesis la luz funciona 
proveyendo el poder asimilatorio, en forma de ATP y NADPH, 
para las reacciones del CBC, historicamente conocidas como 
las reacciones noscurasll. Sin embargo, este concept0 no 
refleja la regulacion que la luz ejerce sobre las reacciones 
oscuras, facilitando su funcionamiento mas efectivo. En 10s 
sistemas fotosinteticos productores de O2 (cloroplastos y 
cianobacterias) esta regulation se produce por 10s cambios 
en: la alcalinizacion del pH estromatico, el aumento de la 
concentracion de metales bivalentes y de metabolitos y el 
cambio en 10s grupos sulfidrilos de las enzimas. Estas 
sefiales "informan" a las enzimas regulatorias del ciclo la 
presencia de la luz y que por lo tanto su actividad debe 
modificarse. La alteration de la actividad 
de estas enzimas dirige a 10s caminos biosinteticos y 
degradativos en la direccion correcta. Esto es de 
fundamental importancia, ya que las enzimas de la 
degradacion de hidratos de carbono (Stitt and Heldt, 1981) 
coexisten en el cloroplasto con las enzimas biosinteticas. 
Ciertas enzimas biosinteticas son activadas por la luz 
(CFBPasa, NADP-GA3PDH, CSBPasa, PRK) en tanto que enzimas 
degradativas son desactivadas (PFK en la glucolisis), Glu-6- 
PDH en la Via oxidativa de las Pentosas Fosfato) (Kelly and 
Latzko, 1977; Cseke, Nishizawa and Buchanan, 1982). De esta 
forma el cloroplasto minimiza 10s ciclos futiles y maximiza 
la eficiencia de procesos metab6licos temporalmente 
dispares. La luz asegura asi que la asimilacion de C02 tenga 
lugar durante el dia y la degradacion de hidratos de carbono 
ocurra primariamente de noche (Buchanan, 1980; Cseke and 
Buchanan, 1986). 
SISTEMA FERREDOXINA-TIORREDOXINA 
En 10s cloroplastos iluminados, la Ferredoxina reducida 
es utilizada en la generaci6n de NADPH, la reduccion de NOZ- 
y ~ 0 ~ ~ -  para la sintesis de grupos -NH2 y -SH 
respectivamente y en la fomacion de glutamato a partir de 
glutamina y 2-oxoglutarato. Ademas interviene en la 
reduccion de puentes disulfuro de las proteinas. Esta 
modification altera drasticamente la estructura terciaria y 
cuaternaria de las proteinas sustrato, por lo zual dicho 
evento de oxido-reduction constituye el mecanismo que media 
en la activation de las enzimas por luz (Buchanan, 1980; 
Cseke and Buchanan, 1986; Buchanan, 1991). 
En la fotosintesis oxigenica la Ferredoxina, en 
presencia de Ferredoxina Tiorredoxina Reductasa, reduce a 
una proteina soluble, la Tiorredoxina (Trx), la cual regula 
la actividad de las enzimas estromaticas relacionadas con el 
metabolismo del carbono, nitrogen0 y azufre mediante la 
reduccion de 10s puentes disulfuro. En conjunto estas tres 
proteinas constituyen el Sistema Ferredoxina-tiorredoxina 
(FTS) (Wolosiuk and Buchanan, 1976a; Buchanan, Wolosiuk and 
Schurmann, 1979; Buchanan, 1991) que en las plantas 
superiores constituye el mecanismo principal para la 
regulation del CBC por la luz (figura 3). 
TRX I I + /  
Figura 3. Cadena de oxido-reduccion en el Sistema Ferredoxina- 
Tiorredoxina. En el esquema se detallan las reacciones que unen 10s 
eventos disparados por luz en las membranas tilacoides con la regulacion 
de reacciones bioquimicas que ocurren en el estroma. La Ferredoxina (Fd) 
se reduce en la cara estromatica de las membranas tilacoides por la 
accion del Sistema Fotosintetico de Transporte de Electrones (PETS); 
simultaneamente, el 0 se libera en el lado luminal. La transferencia de ? electrones desde la erredoxina y la captacion de protones del entorno 
convierten el puente disulfuro de la Ferredoxina Tiorredoxina Reductasa 
(FTR) en grupos tioles. El intercambio tiol/disulfuro entre la FTR 
reducida y la Tiorredoxina (Trx) recompone el puente disulfuro en el 
primer0 y genera sulf idrilos en la 6ltima. En un intercambio posterior, 
el centro activo de la Trx se oxida y el puente disulfuro de la enzima 
blanco (Enz) es transformado a grupos tioles modificandose asi la 
actividad de la misma. 
La Ferredoxina es una proteina soluble (12 kDa) que 
contiene dos atomos de Fe complejados por un lado con dos 
atomos de azufre y por el otro a la proteina por 10s grupos 
-SH de 10s residuos cisteina. Esta sulfoferroproteina tiene 
un potencial redox bajo (E=-0.43V) y transfiere un electron 
por molecula en 10s procesos de reduccion. 
En presencia de Ferredoxina reducida, la Ferredoxina- 
Trx reductasa cataliza la reducci6n del puente disulfuro que 
constituye el sitio activo de la Trx. 
FTR 
2 Fd.,,d + 2 H+ + Trx ------------- > 2 Fd.,, + Trx (7 ) 
fH 
\H 
La Ferredoxina-Trx reductasa es una proteina 4Fe.4S que 
existe solamente en organismos fotosinteticos oxigenicos. 
Consiste de dos subunidades, una de 13 kDa, 
inmunologicamente similar entre todos 10s organismos 
estudiados y otra de 17, 15 y 7 kDa en espinaca, maiz y 
Nostoc muscorum respectivamente (Droux et al., 1987; 
Szekeres, Droux and Buchanan, 1991). 
Las Trxs son proteinas de bajo peso molecular (c.a. 
12000) que se encuentran en todas las formas de vida. El 
centro activo presenta una secuencia aminoacidica invariable 
con capacidad de reducirse y oxidarse cuando interacciona 
con otras proteinas (Holmgren, 1985). 
reduccion 
.. trp-cys-gly-pro-cys ...------- >...trp- ys-gly-pro-cys.- - 
I I < - - - - - - - 
s----------- S oxidation f SH I SH 
Dos Trxs diferentes, la Trx-f y la Trx-m, forman parte 
del Sistema Ferredoxina-Trx (Wolosiuk et al., 1979; Marcus 
et al., 1991). En su estado reducido, la Trx-f activa 
selectivamente a enzimas involucradas con la sintesis de 
hidratos de carbono, incluyendo la CFBPasa (de alli "fW), 
CSBPasa, PRK y NADP-GADPH. La Trx-m activa preferencialmente 
a la malato-deshidrogenasa (de alli "mN) (Buchanan, 1991) y 
tambien desactiva a una enzima clave de la via oxidativa de 
las Pentosas Fosfato, la G6PDH. En 10s compartimentos no 
fotosinteticos de las plantas superiores existe una tercera 
Trx, la Trx-h (Wolosiuk et al., 1979) cuya reduccion 
requiere del NADPH y de la NADP-Trx reductasa (Reichard, 
1968). 
El Sistema Ferredoxina-Trx funciona cambiando el estado 
redox de sus proteinas sustrato. Las enzimas biosinteticas 
son activadas mediante la luz por la transferencia de 
hidrogenos [ 2 ~ +  261 desde la Trx reducida hacia 10s -S-S- 
especificos, generandose la Trx oxidada y las enzimas 
reducidas con capacidad catalitica. La desactivacion ocurre 
mediante el mecanismo inverso: en la oscuridad se oxidan 
10s grupos -SH de la Trx, 10s cuales por un intercambio 
tiol/disulfuro oxidan a las enzimas reducidas. Las enzimas 
de las vias degradativas de hidratos de carbono muestran una 
respuesta opuesta, i.e. se desactivan mediante reduccion y 
se activan por oxidation. 
HISTERESIS ENZIMATICA. 
La caracteristica distintiva de las enzimas 
regulatorias del CBC es la baja capacidad catalitica en la 
oscuridad que aumenta con la iluminacion. In vitro, la 
formation del product0 se inicia con actividad muy baja, que 
luego increments hasta alcanzar un valor constante. La 
interpretacion mas simple para este fendmeno es la 
interconversion entre una forma inactiva y otra activa que 
ocurre a una velocidad mucho menor que la velocidad con la 
que 10s sustratos son transformados en productos (Neet and 
Ainslie, 1980). Esta caracteristica es tipica de las enzimas 
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denominadas histereticas. El termino Histeresis enzimatica 
fue acuiiado hace 20 aiios por Frieden para las enzimas que 
presentan "una respuesta lenta a cambios rapidos de 
concentration del ligandow en un fenomeno que provoca fases 
laa en 10s ensayos de actividad (Frieden, 1970). El paso 
lento en la transicidn histeretica puede ser la 
isomerizacion, la asociacion-disociacih, la modification 
covalente de la enzima, o el desplazamiento de ligandos 
(Neet and Ainslie, 1980). 
CINETICA DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS 
La fase laa que presentan las enzimas cloroplasticas en 
la formacion de productos ha despertado interes porque 
dicha etapa puede ser modificada por metabolitos cuyas 
concentraciones in vivo cambian por la luz. Si la actividad 
de las enzimas regulatorias de 10s cloroplastos involucra 
dos procesos con diferentes caracteristicas, la rnodulacion y 
la catalisis, es necesario separar la conversion lenta a la 
forma mas activa, de la transformacion rapida de sustratos. 
Con este objetivo en nuestro laboratorio se disefio un ensayo 
en dos etapas: primero las enzimas se incuban bajo 
condiciones especificas (rnodulacion) y luego se determina la 
conversion de 10s sustratos a productos (catalisis) (figura 
4.). 
I [CATALiSISl Sustratos - Product03 
Figura 4. Composici6n de la actividad de enzimas cloroplasticas 
histereticas. Ensayo de la actividad en dos etapas. En el esquema se 
representan las reacciones requeridas para que se forme producto cuando 
se analizan enzimas cloroplasticas histereticas ( E ) .  La modificacion 
concertada de i nteracc iones no-cova lentes y de enlaces covalentes , 
convierte a la enzima inactiva en una forma activa (MODULACION). En la 
forma activa, la enzima facilita la transforrnacion de sustratos 
(CATALISIS) . La curva de producto en funcion del tiempo muestra una fase 
lag cuando la velocidad de conversion enzimatica (Va) es mas lenta que 
la velocidad de transformacion de sustratos (Vc). Para estudiar la 
modulacion cuando Vac<Vc, la enzima es primer0 incubada con cantidades 
variables (al, a2 ... an) de un metabolito (vol6men constante) y 
posteriormente se ensaya la actividad. La solucion para el ensayo de 
act ividad, que espera recibir a1 icuotas de enzima preincubada, cont iene 
bl, b2 ... bn moles del metabolito en cuestion de tal manera que luego del 
agregado de la enzima se cumple que al+bl=C, a2+b2=C,. . .an+bn=c (vol6men 
constante). De esta forma, a1 ser iguales las condiciones en todos 10s 
ensayos de actividad enzimat ica, 10s cambios observados en las mismas 
solo pueden or iginarse por modif icaciones durante la preincubacion. Para 
estudiar el proceso catalitico, la enzima es preincubada bajo 
condiciones constantes y luego la velocidad de transformaci6n de 
sustratos se estudia en la presencia de concentraciones variables de un 
metabol i to. La aparici6n de diferentes constantes cinet icas para 10s dos 
proceso indica la accion dual de un metabolito sobre la enzima. 
Determinados compuestos pueden modif icar la 
distribution de las formas enzimaticas y tambien afectar el 
proceso catalitico, eg. favorecer la activacidn per0 inhibir 
la catalisis. En vista del control diferencial sobre la 
rnodulacion y la catalisis se definen como MODULADORES a 10s 
compuestos que cambian la tasa de activacion mientras que se 
retienen 10s terminos de SUSTRATOS, COFACTORES o EFECTORES 
para 10s participantes de la reaccion catalitica. 
Para caracterizar cuantitativamente el proceso de la 
rnodulacion enzimatica y la regulacion de la catalisis se han 
definido las constantes cineticas: 
-Aoe5: representa la concentracion del modulador a la cual 
se obtiene la mitad de la maxima actividad especifica; 
-S0.5: indica la concentracion de sustrato, cofactor o 
efector con la que se alcanza la mitad de la maxima 
velocidad de catalisis. 
-10.5: indica la concentracion de sustrato, cofactor o 
efector que inhibe la mitad de la maxima velocidad de 
catalisis. 
Por otra parte la accion concertada de dos metabolitos 
sobre la fase de rnodulacion se manifiesta cuando la 
activation por un modulador ~rimario puede ser potenciada 
por concentraciones no estimulatorias de un modulador 
secundario. Esto se traduce en la disminucion del A0,5 del 
modulador primario por efecto del secundario. Este proceso 
se denomino histeresis concertada. 
MODULACION DE LA ACTIVIDAD 
En el CBC la modulacion de enzimas se lleva a cab0 
mediante modificaciones covalentes y el control de iones y 
metabolitos sobre las interacciones no covalentes. 
MODULACION DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS POR MODIFICACION DE 
INTERACCIONES NO COVALENTES. 
Gliceraldehido-3-P deshidroaenasa 
Esta enzima cloroplastica, constituida por dos 
subunidades de 36 kDa y 39 kDa respectivamente (~erri et 
al., 1990), presenta en las hojas de espinaca varias formas 
con distinta especificidad por 10s piridin-nucleotidos. Una 
forma de 600 kDa es activa solamente en presencia de NAD 
per0 la incubation con ATP, Pi o NADPH disocia a una forma 
de 160 kDa que utiliza tanto NAD como NADP (Pupillo and 
Giuliani-Piccari, 1975). En este context0 el increment0 de 
la actividad asociada a NADP tambien esta mediado por 
concentraciones no estimulatorias de Pi, NADPH o FBP que 
disminuyen el A0.5 por el modulador primario ATP (o Pi). 
Ello sugiere que 10s cambios producidos por luz en la 
concentracion cloroplastica de estos metabolitos modularian 
in vivo la actividad de la enzima (Wolosiuk and Buchanann, 
1976b). 
La actividad de esta enzima es potenciada por el pH 
alcalino y concentraciones de Mg2+ superiores a 10 mM 
(Preiss, Biggs and Greenberg, 1967). Aparentemente el Mg2+ y 
el FBP, cofactor y sustrato durante la etapa catalitica, 
participan como moduladores positives en el proceso de 
activation. Por otra parte el ca2+ que tambibn potencia 
dicho proceso, actua como inhibidor durante la catalisis 
(Hertig and Wolosiuk, 1983). 
MODULACION POR MODIFICACIONES COVALENTES 
Modulacidn por el Sistema Ferredoxina-Tiorredoxina. 
La Trx aumenta la actividad de la forma enzimatica que 
utiliza NADP, actuando como modulador primario (Wolosiuk and 
Buchanan, 1978). Sin embargo, es mucho mejor modulador 
secundario ya que a una concentracion 50 veces menor 
disminuye el A0.5 para ATP, Pi y NADPH o glicerato 1,3- 
bisfosfato (1,3-DPG) (Wolosiuk, Hertig and Busconi, 1986). 
Estos experimentos Jn vitro muestran que 10s reductores 
generados por la luz en accion concertada con metabolitos 
cloroplasticos cuya concentracion tambien depende de ella 
estimulan a la enzima. 
Fructosa 1.6-bisfosfatasq 
Si bien la Trx-f aumenta la actividad especifica de la 
CFBPasa su accion es potenciada por la presencia de un 
azucar bisfosfato y un metal bivalente (Hertig and Wolosiuk, 
1980). Esta accion concertada disminuye tanto la 
concentracion de reductor como el tiempo requerido para la 
maxima actividad (Hertig and Wolosiuk, 1983), segun se 
analizara en detalle mas adelante. 
Algunos aspectos cineticos de la CSBPasa se asemejan a 
10s de la CFBPasa. Su actividad especifica aumenta por la 
accion concertada de Trx-f, azucar bisfosfato y cationes 
bivalentes. Ademas, el ca2+ estimula la modulation per0 
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inhibe la catalisis (Cadet and Meunier, 1988). A pesar de la 
gran similitud entre estas dos hidrolasas de la fase 
regenerativa, la secuencia aminoacidica de la CSBPasa revela 
la inesperada ausencia de la secuencia aminoacidica que en 
la CFBPasa seria el sitio de accion de la Trx. Tanto la 
CFBPasa como la CSBPasa contienen 7 cisteinas. Sin embargo, 
ninguno de estos residuos coinciden cuando se enfrentan las 
secuencias primarias de ambas enzimas. Este hecho indicaria 
que no existe un mecanisno comun de reduccion. En cambio, 
10s aminoacidos situados en el sitio activo de la FBPasa de 
rifion de cerdo (una enzima no regulada por luz) tienen una 
total identidad tanto con la CFBPasa como con la CSBPasa de 
trigo (Raines et. al, 1992). Este ultimo hecho sugiere que 
estas enzimas comparten sitios activos similares. De hecho, 
la CFBPasa puede utilizar como sustrato a la SBP. 
Fosforibuloauinasa. 
La maxima activacion de esta enzina requiere solamente 
la reduccion por la Trx del puente disulfuro entre las 
cisteina 16 y 55. A diferencia de las otras enzimas 
descriptas, otros metabolitos propios del cloroplasto no 
modifican la activacion de PRK por la Trx (Porter, Stringer 
and Hartman, 1988). 
Bases estructurales gara la modulation por el Sistema 
Ferredoxina-Trx 
Como se ha descripto, la Trx reducida actua en forma 
concertada con moduladores especificos en la activacion de 
la GA3PDH, CFBPasa y CSBPasa, en tanto que es el unico 
requerimiento en la activacion de la PRK. Sorprendentemente 
estas enzimas no comparten una secuencia regulatoria en 
comun. En la PRK la secuencia es parte del sitio activo en 
tanto que es funcional en el proceso catalitico de la 
CFBPasa, CSBPasa y GA3PDH (Porter, Stringer and Hartman, 
1988). Esta evidencia estructural, junto con 10s estudios 
cineticos, sugiere la existencia de diferentes mecanismos 
regulatorios para cada una de las enzimas cloroplasticas, 
tanto respecto del efecto de 10s moduladores como de la 
modificacion de 10s puentes disulfuro. 
Modulaci6n de la adividad Rubisco 
Tal como las otras enzimas del CBC activables por el 
Sistema Ferredoxina-Trx, la Rubisco se aisla generalmente en 
un estado cataliticamente incompetente cuya activacion J 
vitro requiere la rnodificacion covalente mediada por C02 y 
M ~ ~ +  (Gutteridge, 1990). In vivo este proceso no parece 
funcional porque la RuBP se une fuertemente a la enzima 
previniendo la carbamilacion de la Lisina 201, necesaria 
para la activacion (Jordan and Chollet, 1983). Una nueva 
proteina, Rubisco-Activasa, interacciona con el complejo 
Rubisco-RuBP y facilita el acceso del C02 y el M ~ ~ +  para la
carbamilacion (Portis, 1990); concurrentemente el ATP es 
hidrolizado. La Rubisco-Activasa, constituida por dos 
polipeptidos de 41 y 45 kDa, convierte el caracter 
inhibitorio de la RuBP en modulador positivo (revisado en 
Wolosiuk et al. 1993). 
MODULACION DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS POR FACTORES NO 
FISIOLOGICOS. 
La Trx funciona en la regulation de las enzimas 
cloroplasticas como proteina disulfuro reductasa. Si su rol 
se restringiera a la reduccion de enlaces disulfuro, su 
reemplazo requeriria el uso de un factor funcional en la 
transferencia de hidrogenos a las enzimas sustrato. Sin 
embargo, solventes organicos miscibles en agua 
(cosolventes), iones de baja densidad electronica 
(caotropicos) o alta presion, reemplazan a la Trx aumentando 
la actividad especifica de la CFBPasa, PRK, y GA3PDH (stein, 
Lazaro and ~olosiuk, 1989; Corley and Wolosiuk, 1985; 
Wolosiuk et al., 1985; Stein and ~olosiuk, 1987; Wolosiuk 
and Stein, 1990; Prat-Gay et al., 1991). Estos perturbantes 
proteicos no estimulan a otras enzimas regulatorias de 10s 
cloroplastos (Rubisco), ni a las provenientes de organismos 
heterotroficos (GA3PDH de levaduras, FBPasa de conejo) e 
inhiben la etapa catalitica. En este aspect0 dos 
perturbantes quimicos (cosolventes y aniones caotropicos) y 
un factor fisico (alta presion), "imitann a un factor 
fisiologico (la Trx), en la activacion enzimatica. 
Dado que estos agentes modifican las interacciones 
hidrofobicas inter e intramoleculares, el reemplazo de la 
Trx por 10s mismos sugiere que el proceso redox seria 
complementado con la modification de las interacciones no 
covalentes. Congruente con esta idea la especificidad de la 
Trx en la activation de la CFBPasa es modificada tanto por 
moduladores que no alteran enlaces covalentes como por 
mutagenesis de la Trx en aminodcidos alejados del centro 
redox (Schurmann, Roux and Salvi, 1985; Lamotte-Guery et 
al., 1991). 
En las celulas foliares existen dos isoformas de la 
fructosa-1,6-bisfosfatasa que catalizan la hidrolisis del 
FBP a fructosa 6-fosfato y fosfato inorganico, con 
propiedades regulatorias diferentes. Una de ellas es 
citoplasmatica y participa en la regulation de la 
gluconeogenesis y la biosintesis de sacarosa (Cseke and 
Buchanan, 1986)- Sus caracteristicas estructurales y 
cineticas son sirnilares a las FBPasas gluconeogenicas de 
mamiferos y levaduras, ya que: 1) es inhibida por el exceso 
de sustrato, el AMP y la fructosa 2,6-bisfosfato; 2) es 
modulada por M ~ ~ +  y ca2+ (Zimmerman, Kelly and Latzko, 1978 ; 
Prado, Lazaro and Lopez Gorg4, 1991). La otra isoforma es la 
CFBPasa (homotetramero, subunidad:ca. 40 kDa) que participa 
en la regeneracion de la RuBP en el CBC y es activable por 
luz. 
ASPECTOS REGULATORIOS DE LA CFBPasa 
ACTIVACION 
La luz desempeiia un rol fundamental en la regulation de 
la CFBPasa. Cuando 10s cloroplastos son iluminados aumenta 
el pH y la concentracion de Mg2+ del estroma. Dado que la 
enzima es cataliticamente activa en soluciones alcalinas y. a 
altas concentraciones de M ~ ~ +  fue sugerido que 10s mismos 
constituyen un mecanismo regulatorio in vivo (Preiss, Biggs 
and Greenberg, 1967). Por otra parte, el ensayo en dos 
etapas indica que el FBP y el Mg2+ no solo son sustrato y 
cofactor respectivamente, sino que tambien participan como 
moduladores en su activacion (Hertig and Wolosiuk, 1983; 
Ballicora, Tesis Doctoral). Si bien es dificil una 
separacion clara de las fases de activacion y de catalisis 
cuando se utilizan FBP y ~ g ~ + ,  por la hidrolisis 
concomitante del sustrato, otros azucares bisfosfato y otros 
metales bivalentes son adecuados para ello. La fructosa 2,6- 
bisfosfato y el ca2+ estimulan la activacion per0 impiden la 
actividad catalitica de la enzima totalmente activada 
(Soulie et al., 1991). De hecho el ca2+ es requerido para 
el proceso de activacion pero no para la estabilizacion de 
la forma activa (Hertig and Wolosiuk, 1983). 
In vivo aparece un tercer factor involucrado en la 
activacion de la CFBPasa mediada por luz: la reduccion de 
grupos -S-S- de la enzima por el Sistema Ferredoxina-Trx. 
El aumento de la actividad enzimatica correlaciona con la 
reduccion de un enlace disulfuro en cada subunidad de 
CFBPasa (Stein, Lazaro and Wolosiuk, 1989). Sin embargo la 
participation en el proceso de rnodulacion, tanto de 
intermediaries metabolicos del ciclo como de iones presentes 
en el estroma, indica que la regulation es aun mas compleja. 
La accion concertada de az6cares bisfosfato y metales 
bivalentes reduce 50 veces la concentracion de Trx-f 
necesaria para la maxima estimulacion de la actividad en 
tanto que la Trx-f disminuye el Ao,5 del FBP per0 no cambia 
el A0.5 del ca2+ (Hertig and Wolosiuk, 1983). 
Por otra parte, el reductor DTT estimula lentamente la 
actividad catalitica de la CFBPasa, en tanto que el FBP, el 
ca2+ y moduladores no-f isiologicos aceleran este proceso. 
Experimentos realizados en el laboratorio indicaron que 
modificaciones conformacionales inducidas en la enzima con 
NaTCA, previamente a la activacion reductiva con DTT, 
condicionan y aceleran dicha modulacion. De hecho, a 2.5 rnM 
DTT el tiempo medio de activacion fue de 8 minutos en 
presencia de FBP, ca2+ y NaTCA y de 2 horas en ausencia del 
agente caotropico (Ballicora and Wolosiuk, 1994). La 
velocidad de activacion mediada por la reduccion de puentes 
-S-S- incrementa notoriamente Par 10s cambios 
conformacionales de la enzima nativa. El enlace disulfuro no 
es reducido si la conformacion de la enzima oxidada no es 
modificada por moduladores y perturbantes proteicos. Un 
postulado basico en la rnodulacion por luz de la CFBPasa 
sefiala que la reduccion de enlaces disulfuros por el Sistema 
ferredoxina-Trx genera la forma enzimatica cataliticamente 
competente. Si 10s cambios conformacionales de la CFBPasa 
contribuyen a acelerar el proceso reductivo, es facil 
inferir que la Trx-f cloroplastica acelera la reaccion que 
convierte a la enzima nativa en su forma activa modificando 
las interacciones intramoleculares no-covalentes. Respecto a 
esto cabe remarcar que la Trx-f activa preferencialmente a 
la CFBPasa nativa (EO) (reaccion 5, fig. 5) en tanto que la 
Trx-m y Trxs bacterianas son mucho menos efectivas. Sin 
embargo estas Trxs no funcionales son indistinguibles de la 
Trx-f en la estimulacion de la actividad catalitica cuando 
la estructura terciaria de la enzima es modificada por 
perturbantes proteicos. La accion concertada del FBP y el 
ca2+ llevan a la aparicidn reversible de una nueva forma 
enzimatica (El) (reacci6n 1, fig. 5) cuya actividad es 
potenciada mas eficientemente por Trxs bacterianas. En este 
punto el NaTCA o el 2-propanol llevan a la enzima a otra 
forma productiva (E2) (reaccion 2, fig. 5) cuya activacion 
por Trxs bacterianas es indistinguible de la activacion por 
Trx-f (reaccion 3, fig. 5). Asimismo la Trx-m es un 
modulador funcional sobre la CFBPasa en presencia de FBP.y 
ca2+ (reaccion 4, Fig. 5) (Mora Garcia, Ballicora and 
Wolosiuk, 1996; Schurmann, Roux 
and Salvi, 1985). Estos resultados sugieren fuertemente q.ue 
la conformacion de la enzima sustrato regula la 
interconversion tiol/disulfuro por las proteinas disulfuro 
reductasas con lo que 10s metabolitos que interactuan no 
covalentemente con la enzima alteran la especificidad de la 
Trx . 
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Figura 5. Efecto de 10s moduladores sobre la Fructosa-1,6-bisfosfatasa 
de 10s cloroplastos. E: Fructosa-1,6-bisfosfatasa de cloroplastos; DTT: 
dit iotrei to1 ; FBP: fructosa 1,6-bisfosfato; TCA: tricloroacetato; Trx-m: 
Tiorredoxina m cloroplastica; Trx-f: Tiorredoxina f cloroplastica; Trx: 
Tiorredoxinas. 
Ademas de 10s procesos de activacion descriptos, dentro 
del cloroplasto coexisten 10s mecanismos de desactivacion e 
inhibition de la modulation que contribuyen a una afinada 
regulation de la actividad fotosintetica. En 10s 
cloroplastos existe un equilibria entre las formas oxidada y 
reducida de las enzimas regulatorias, modulado por la 
relacion entre el reductor (Fd) y el oxidante (02). En 
presencia de luz, la alta concentration de Trx reducida 
favorece la forma activa de las enzimas del CBC, incluida la 
CFBPasa (figura 6). En ausencia de luz la formacion de Fd 
reducida disminuye y las enzimas del ciclo retornan a su 
estado inactivo oxidado (Scheibe, 1990). 
condiciones 
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Figura 6. Efecto del estado metabolic0 sobre la actividad de enzimas 
regulatorias del Ciclo Reductivo de las Pentosas Fosfato. El modelo 
ilustra el rol de la Tiorredoxina (Trx) en el control de la actividad de 
las enzimas (E). La excitacion por luz del Sistema de Transporte 
Fotosintetico de electrones (PETS) reduce a la Ferredoxina, la cual a 
traves de la Ferredoxina Tiorredoxina reductasa (FTR) convierte a a la 
Trx a su estado reducido. Por otro lado, oxidantes como el 02, conducen 
a la Trx a su estado oxidado. La proporci6n de reductores relativa a 10s 
oxidantes fija en el cloroplasto la proporcion de Trx reducida, la cual 
a su vez determina el estado redox de la enzima. 
Son varios 10s metabolitos que influyen sobre las 
velocidades de oxidacidn y reduccidn de las enzimas 
regulatorias del CBC, probablemente alterando 10s 
potenciales redox de 10s sulfidrilos regulatorios, de modo 
tal que la relacion de enzima reducida a oxidada se ajusta 
efectivamente a 10s cambios de metabolitos especificos 
(Scheibe, 1990, 1991). Un ejemplo es el efecto positivo de 
10s niveles de FBP sobre la activacion de la CFBPasa. En la 
figura 7 se resume el efecto de varios factores sobre la 
actividad de la CFBPasa. La accion de 10s diferentes 
moduladores en 10s procesos de activacion y desactivacion 
determinan la concentracion de CFBPasa activa que participa 
en el ciclo. Por otro lado, 10s efectores modifican la 
velocidad de hidrdlisis controlando la formacion del 
complejo cataliticamente competente entre la enzima, el FBP 
y el metal. 
Aparentemente la regulation de la CFBPasa mediada por 
el Sistema Ferredoxina-Trx esta relacionada con el proceso 
de activacion/desactivaci6n, sin participar directamente en 
la reaccion hidrolitica (Wolosiuk, Ballicora and Hagelin, 
1993). Los mecanismos de activacidn tanto in vivo (el 
Sistema Ferredoxina-Trx) como in vitro (DTT), involucran la 
reduccion de puentes disulfuro criticos en la enzima. Las 
CFBPasas cloroplasticas conocidas (Marcus and Harrsch, 1990; 
KoBmann et al., 1992; Rodriguez Suarez and Wolosiuk, 1993; 
Carrasco et al., 1994; Raines et al., 1988) presentan, en 
medio de la cadena polipeptidica y separados del centro 
activo, una secuencia aminoacidica altamente hidrofobica de 
12 residuos [-R-C-(I/V)-V-N-V-C-Q-1. Esta secuencia esta 
conservada solamente en las enzimas sensibles a Trx y 
ausente en la contraparte heterotrofica, incluyendo la 
enzima citoplasmatica de las celulas fotosinteticas (Marcus, 
Moberly and Latshaw, 1988; Marcus and Harrsch, 1990; Ladror, 
Latshaw and Marcus,l990). Marcus y col (Marcus et al., 1988) 
y Raines y col. (Raines et al., 1988) propusieron que el 
puente -S-S- esencial para la regulation por luz esta 
contenido en esta insertion. En todas las CFBPasas el 
insert0 contiene dos cisteinas (172 y 177 segun la 
numeration de la enzima de trigo madura) separadas por 4 
residuos, una caracteristica de otras enzimas que contienen 
cisteinas con actividad redox (Issakidis et al., 1994; 
Raines et al., 1992). 
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Figura 7. Actividad Fructosa-1,6-bisfosfatasa. Representacion 
esquematica de la modulacion y la catalisis de la fructosa-1,6- 
bisfosfatasa de 10s cloroplastos (CFBPasa). La conversion de una forma 
inactiva a otra activa esta mediada por la accion concertada de la Trx 
reducida, un az6car bifosfato y un cation bivalente. Este proceso se 
impide con el agregado in vitro de espermina o espermidina aunque esta 
prevention cesa cuando son removidas. En la forma activa, la CFBPasa 
cataliza la transformacion de FBP (fru 1,6-P2) a fructosa 6-fosfato 
(fru 6-P) y ortofosfato (Pi). El paso hidrolitico es inhibido por 
fructosa 2,6-bisfosfato (fru 2,6-P2) o ca2+. La forma activa de la 
CFBPasa vuelve a1 estado inactivo por la accion de Trx oxidada u 
oxidantes de ba jo peso molecular (glutat ion oxidado, deh idroascorbato, 
tetrat ionato, H202). 
Los experimentos de Jacquot y col. (Jacquot et al., 
1995) mostraron que el cambio por serinas de las cisteinas 
173 y 178 localizadas en la secuencia putativa de regulation 
por luz, en la CFBPasa de cloroplastos de arveja, rinde una 
enzima incapaz de ser activada tanto por Trx reducida por 
DTT como por luz, mediante el sistema reconstituido de FTS. 
Estos resultados confirman el rol regulatorio de la 
secuencia extra caracteristica de las enzimas 
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cloropl~sticas. Experimentos realizados en nuestro 
laboratorio indican que la cisteina C223 (segun la 
numeration de la preproteina de trigo) ((2172 en la enzima 
madura) estaria directamente involucrada en esta regulation 
reductiva (Rodriguez Sudrez, datos no publicados). 
ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LA CFBPasa 
La estructura primaria de la CFBPasa de 10s 
cloroplastos de espinaca presenta una identidad del 40% con 
las CFBPasas gluconeogenicas de levadura, E.coli y mamiferos 
(Marcus and Harrsch, 1990) y del 52% con su contraparte 
citosolica (Fonolla et al., 1994). Las enzimas 
cloroplasticas de trigo y arveja exhiben un 50% de identidad 
con la enzima citosolica de espinaca (Ladror et al., 1990). 
Las enzimas cloroplasticas (arveja, papa, trigo, espinaca, 
colza y Arabidopsis) (Carrasco, et al., 1994; KoBmann et 
al., 1992; Raines et al., 1988; Marcus and Harrsch, 1990; 
Rodriguez Suarez and Wolosiuk, 1993; Horsnell and Raines, 
1991 respectivamente), tienen una identidad cercana a1 85%. 
Estos valores indicarian una clara divergencia entre las 
enzimas fotosinteticas y las gluconeogenicas apoyando la 
teoria del origen endosimbionte del cloroplasto (Fonolla et 
al., 1994) (figura 8). Congruente con ello Fonolla et al. 
no detectaron reaccion cruzada entre 10s anticuerpos 
policlonales de las enzimas citosolicas y cloroplasticas de 
arveja y espinaca, per0 las enzimas cloroplasticas eran 
antigenicamente similares, asi como tambien las 
citoplasmaticas. 
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Figura 8. A1 ineamiento de las seis secuencias aminoacidicas conocidas de 
las FBPasas. Los residuos identicos se muestran sobre fondo negro. Las 
sustituciones conservativas se muestran en letras negras de trazo 
grueso. La secuencia entre corchetes muestra la zona involucrada en la 
regulaci6n por luz, en tanto que la linea punteada indica el sitio 
activo. La flecha seiiala el probable sitio de corte en la subunidad de 
CFBPasa. 
Estructura del sitio activo de la CFBPasa 
El sitio activo de la CFBPasa fue definido por 
difraccion de rayos x en el cristal de 10s complejos entre 
la enzima de rifion de cerdo, el sustrato (o analogos) y el 
ion metalico (Zhang et al., 1993). Este "dominio FBPu se 
divide en tres regiones: (a) de union a 6-fosfato, (b) de 
union a1 anillo furanosa y (c) de union a1 metal. La mayoria 
de 10s resi.duos que forman este sitio activo en la enzima de 
cerdo estan conservados en las enzimas cloroplasticas de 
espinaca (aminoacidos 299 a 307), trigo (aminoacidos 311- 
319) y arveja (amonoacidos 298 a 305 \ (figura 8) (Marcus, 
1990; Raines, 1988; Carrasco, 1994). 
Cisteinas. 
En las CFBPasas cloroplasticas, ademas de las cisteinas 
223 y 228 (numeracion correspondiente a la preproteina de 
trigo) ya descriptas, se encuentran conservadas otras cinco 
cisteinas (26, 50, 147, 208 y 240 segun la numeracion de la 
preproteina de trigo) (Villeret et al., 1995). La cisteina 
208 junto con las 223 y 228 se encuentran dentro de la 
insertion de 12 aminoacidos en una zona de estructura 
secundaria desorganizada (170's loop, residuos 150-180 en 
las proteinas maduras) (figura 9). Este fragment0 extra de 
las enzimas cloroplasticas, que se inserta entre las leu-153 
y gln-154 de la enzima de cerdo, podria acomodarse en esta 
estructura. En el modelo de cerdo dicha zona esta expuesta 
a1 solvente y no se encuentra involucrada en la interaction 
entre subunidades (Marcus and Harrsch, 1990). 
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Figura 9. Comparacion de secuencias aminoacidicas de las 
Fructosas-1,6-bisfosfatasas citoplasmaticas Y 
cloroplasticas. La secuencia corresponde a la region que 
flanquea a 10s sitios de insertion de las proteinas 
cloroplasticas. La nurneracion de 10s aminoacidos corresponde 
a la de la enzima madura: C157 (C208), C172 (C223), C177 
(C228), C189 (C240) (10s numeros entre parentesis 
c,orresponden a la nurneracion en la preproteina) 
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SEGUNDA PARTE 
CUERPOS DE INCLUSION 
El exito de la biotecnologia moderna tiene sus raices 
en 10s avances de la biologia molecular que permite expresar 
genes "foraneosM o heterologos en un organismo huesped. Sin 
embargo la transcription y traduccion de un gen recombinante 
no siempre genera una proteina soluble, correctamente 
plegada y por lo tanto biologicamente activa. Una barrera 
importante en la explotacion de la tecnologia del ADN 
recombinante en la produccidn de proteinas es su tendencia a 
formar agregados inactivos insolubles llamados Cuerpos de 
Inclusion (IB). En el interior de la celula estos 1B 
aparecen en las microscopias electronicas como cuerpos 
densos de morfologia definida y carentes de membranas. Se 
han observado tanto en celulas procarioticas como 
eucarioticas y son muy comlines en bacterias que expresan 
proteinas de mamiferos (Mitraki and King, 1989; Marston, 
1986). 
En el organismo de origen las proteinas se expresan a 
bajos niveles y en tipos celulares especializados. En 
cambio, para las proteinas recombinantes el ambiente de la 
celula hu4sped es muy diferente. Las propiedades quimicas 
(potencial redox, pH intracelular, disponibilidad de agua) y 
las enzimas W e  catalizan las modificaciones 
postraduccionales, guardan muy poca relacion con las de la 
celula original. Ademas, en la mayoria de 10s casos, las 
proteinas recombinantes se preparan especialmente para ser 
expresadas a niveles muy superiores a 10s fisiologicos. Esta 
enorme tasa de acumulacion lleva a la celula a modificar su 
metabolismo respondiendo con un estado de "estres" 
generalizado. Por ello 10s altos niveles de expresion de 
proteinas homologas llevan en algunos casos a la formation 
de IB (Bowden, Paredes and Georgiou, 1991). Este problema se 
asocia generalmente a proteinas que maduran en el citoplasma 
y no con aquellas que son exportadas fuera de la celula 
(Marston, 1986). 
ESTRUCTURA DE LOS CUERPOS DE INCLUSION 
Los IB son estructuras intracelulares densas 
desprovistas de memebranas, cuyo diametro oscila entre 0.2 y 
1.5 micrones. Generalmente se forma uno por celula, 
facilmente visible a1 microscopio, llegando bajo algunas 
condiciones a "deformar" el aspect0 de la celula. 
Dependiendo de la localization subcelular, 10s IB muestran 
dramaticas diferencias morfologicas que reflejan las 
restricciones espaciales en el citoplasma y el espac,io 
periplasmico (Bowden et al., 1991). Tienden a ser 
monocomponentes extrernadamente compactos que presentan 
caracteristicas cornparables a 10s cristales de proteina 
(Thatcher and Hitchcock, 1994). 
MECANISMO DE FORMACION DE LOS CUERPOS DE INCLUSION 
La proteina sobreexpresada es el constituyente 
predominante en 10s IB. Aunque esta caracteristica es una 
ventaja que permite obtenerla con un alto grado de pureza 
despues de la ruptura celular y la centrifugacion 
diferencial, otros componentes celulares se encuentran 
asociados a 10s IB. Se han extraido cantidades importantes 
de acidos nucleicos en forma de circulos cerrados rotos de 
ADN plasmidico y moleculas de ARN ribosomal de 16s y de 23s. 
El analisis por SDS-PAGE de las proteinas extraidas mostro 
la presencia de las 4 subunidades de la ARN polimerasa 
(a,a,B y B f ) ,  10s componenetes de la membrana externa (OmpC, 
OmpF y OmpA) (Hartley and Kane, 1988) y proteinas 
codificadas por el plasmido (proteinas de resistencia a 
antibioticos). De mod0 que la transcripcion de 10s 
plasmidos, la traduccion de 10s ARN mensajeros y la 
inmediata agregacion de la proteina recien sintetizada, 
ocurririan en proxima continuidad. En esta estructura 
supramolecular la proporci6n de la proteina recombinante 
respecto a la total del IB aumenta proporcionalmente con el 
tiempo de fermentaci6n a causa de la elevada expresion 
diferencial del gen heterologo. 
La conformacion de las proteinas dentro de 10s IB 
varia desde estados practicamente nativos (Tokatlidis et 
al., 1991), hasta estados cotnpletamente desnaturalizados con 
escasa o nula actividad biologica. En la mayoria de 10s 
casos, 10s IB se forman a partir de 10s intermediaries de 
plegamiento en el camino del "folding" de las proteinas y no 
a partir de 10s estados nativos o totalmente desplegados de 
las mismas (Mitraki and King, 1989). Las fuertes condiciones 
desnaturalizantes necesarias para solubilizar 10s IB 
(Marston, 1986) sugieren que las interacciones inter- 
catenarias que determinan las estructuras agregadas no 
semejan a las implicadas en las proteinas precipitadas por 
nsalting-outm. 
A pesar de la importancia de la agregacion de proteinas 
en la produccion y purification de polipeptidos 
biologicamente activos, no existe, hasta el presente, 
ninguna relacion simple y univoca entre 10s IB y 10s 
factores fisico-quimicos que llevan a su formacion. 
Estudiando el "foldingn y la solubilidad de las proteinas 
Wilkinson y Harrison (Willkinson and Harrison, 1991) 
analizaron 10s pargmetros estructurales de 81 proteinas 
diferentes expresadas en E. coli. Encontraron que la carga 
neta promedio del polipeptido y el numero de residuos 
wformadores de vueltasn (asparagina, prolina, glicina y 
serina) correlacionan positivamente con la formacion de IB. 
En particular la conversion del enlace X-Pro, de trans a cis 
y viceversa, seria el paso limitante (Hockney, 1994). A su 
vez, taxnbien correlacionan con dicho fenomeno el numero de 
cisteinas, el tamafio y la hidrofobicidad de la proteina . La 
fraccion de cisteinas en una proteina de mamiferos expresada 
en E. coli estima una medida de la dificultad que tendra 
este polipeptido para asumir su conformacion final adecuada, 
ya que el citoplasma bacteriano es un ambiente reductor 
incapaz de formar puentes disulfuro. Sin embargo, bajo 
diferentes condiciones de ferrnentacion, la misma proteina 
recombinante puede asociarse a la fraccion celular soluble o 
formar cuerpos de inclusion. De manera que una combination 
de factores relacionados con el estado fisiologico de la 
celula huesped y las propias caracteristicas fisicas de la 
proteina determinan la formation de 10s IB. 
INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO. ORIGEN DE LOS CUERPOS DE 
INCLUSION. 
La conformacion nativa funcional de una proteina queda 
determinada por su estructura primaria; i.e la cadena 
polipeptica no requiere factores extrinsecos ni aportes 
energeticos para alcanzar su conformacion. Este principio, 
elaborado por Anson (1945) y Anfinsen (Anfinsen, 1973) ha 
sido confirmado con la reconstitution in vitro de proteinas 
pequeiias monomericas y de proteinas grandes oligomericas 
partiendo de sus cadenas polipeptidicas totalmente 
desplegadas (Halenbeck et al., 1989; Vanhove et al., 1995; 
Sachetta et al., 1993; Mitraki et al., 1987; Zettlmeissi et 
al., 1979). 
En el caso de proteinas pequefias monomericas se 
establecio que el plegamiento correct0 in vitro ocurre 
mediante un numero definido de estados conformacionales 
intermediarios. Parte de la estructura secundaria se forma 
rapidamente durante el "refoldingn generando algunos 
contactos especificos de la estructura terciaria. El nivel 
de estructura secundaria que conserva la proteina 
desnaturalizada influye sobre la eficiencia de dicho proceso 
(Puri and Cardamone, 1992). Los pasos siguientes involucran 
la reorganization de 10s contactos terciarios en un proceso 
lento limitado por el reordenamiento de 10s puentes 
disulfuro (Freedman, 1995) y/o la isomerizacion de la 
uniones x-prolina (Kiefhaber et al., 1991). Por otra parte, 
la reconstitution de las proteinas de mayor tamafio esta 
limitada por el acomodamiento de 10s distintos dominios y en 
el caso de proteinas oligomericas, por la asociacion lenta 
de las subunidades. 
In vitro, las interacciones improductivas de 10s 
intermediaries de folding generarian la forrnacion de los 
agregados inactivos, fenomeno que aumenta con el aumento de 
la concentracion de cadenas polipepticas desnaturalizadas 
(zettlmeissl et al., 1979). En forma similar a lo que ocurre 
in vitro, se puede inferir que in vivo la agregacion de las 
proteinas recombinantes sobreexpresadas compite con la 
asociacion y el "foldingw correcto: la reaccion de 
agregacion, cuya cinetica es de segundo o mayor orden, 
compite con las reacciones de primer orden del proceso de 
"foldingw. Por lo tanto, a1 aumentar la concentracion de 
polipeptido desnaturalizado, la velocidad de la reaccion de 
lffoldingn se mantiene constante, mientras que la velocidad 
de agregacion aumenta. En consecuencia el fenomeno de 
agregacion predomina a altas concentraciones de la proteina 
desnaturalizada (Kiefhaber et al., 1991). Sobre esta base la 
alta concentracion de polipeptidos nacientes desplegados 
favorece esta agregacion y con ello la forrnacion de IB. 
Bajo extrema sobreexpresion, las proteinas con una cinetica 
de plegamiento rapida, generarian predominantemente la forma 
nativa , mientras Glue aquellas con velocidades 
significativamente menores formarian cuerpos de inclusion. 
El grado de agregacion estaria determinado por el nivel de 
expresion y las velocidades de "foldingM y agregacion. A 
altos niveles de expresion, la cinetica de segundo orden de 
la agregacion predominaria sobre la cinetica de primer orden 
del "foldingn. De esta manera 10s polipeptidos desplegados 
plegarse que no tuvieran tiempo suficiente para 
correctamente formarian precipitados inactivos. 
Segun este modelo 10s precursores de la agregacidn 
serian 10s intermediarios parcialmente plegados que 
incrementarian durante el wrefoldingn. In vivo la 
asociacion entre 10s intermediarios, que involucra 
interacciones incorrectas entre estas especies y no la 
agregacion de la proteina nativa, seria el origen de 10s IB. 
Figura 10. Posibles mecanismos de agregacion. ( A )  La forma nativa 
resulta de la interaccion intracatenaria correcta entre 10s segmentos de 
estructura secundaria. Las interacciones intracatenarias incorrectas 
entre intermediarios parcialmente plegados (uno en 1 inea continua y el 
otro en linea punteada) llevan a la formaci6n de agregados. (B) La forma 
nativa resulta del acoplamiento intramolecular correct0 de 10s dominios 
de la molecula. La interacci6n entre 10s dominios es mas debil en 10s 
intermediarios, con lo cud1 la agregacion resulta de la interaccion 
entre 10s dominios de moleculas diferentes. 
Los intermediarios en la formaci6n de IB han sido 
caracterizados in vivo con la endoramnosidasa del fago P22 
de Salmonella, un homotrimero termoestable (Haase-Pettingell 
and King, 1988), resistente a1 SDS. En el camino normal de 
"foldingM de esta proteina trimerica existe un intermediario 
monomerico termolabil parcialmente plegado. A1 aumentar la 
temperatura estos intermediarios particionan hacia el camino 
de la agregacion. In vitro, la presencia de un agregado 
dimkrico, que no existe en el camino normal de "foldingn, 
sugiere que la agregacion de la endoramnosidasa involucra a 
la asociacion de 10s intermediarios monomericos per0 no 
involucra a la agregacion de la especie trimerica nativa 
(Speed, Wang and King, 1995). 
La enzima fosfoglicerato quinasa (PGK) de musculo de 
caballo, una proteina monomerica con dos dominies, es capaz 
de recuperar su actividad inicial luego de ser 
desnaturalizada con clorhidrato de guanidinio (HC1-Gdm). Sin 
embargo existe una concentracion critica del 
desnaturalizante (0.7 + 0.1 M) a la cual la 
desnaturalizacion es irreversible. Ademas, este efecto es 
dependiente de la concentracion de proteina. Este minimo en 
el rendimiento de enzima activa por formacion de agregados 
irrecuperables, se acentua con el tiempo de incubation en el 
desnaturalizante. Cuando la recuperacion de la actividad 
enzimatica se realiza a 4 " ~  en vez de a 2 3 O ~  el fenomeno de 
agregacion desaparece y se obtiene enzima activa (Mitraki et 
al., 1987). Esto sugiere que las interacciones que 
predominan en la formacion de estos agregados serian 
hidrofobicas, favorecidas a mayor temperatura. El fenomeno 
de agregacion y generacion de IB ocurriria pues a partir de 
asociaciones incorrectas entre 10s intermediarios de 
plegamiento parcialmente desplegados, tanto in vivo como 
vitro. 
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OTRAS VARIABLES QUE AFECTAN LA FORMACION DE CUERPOS 
INCLUSION. 
La temperatura de crecimiento bacteriano a la cual se 
lleva a cabo la sobreexpresion de las proteinas influye 
notablemente sobre la aparicion de IB. Aunque la 
fermentacion de algunas cepas a 3 7 " ~  lleva a la formacion de 
inclusiones citoplasmaticas, a temperaturas menores pueden 
generar proteinas solubles y activas (Schein, 1989). Este 
efecto de la temperatura no estaria relacionado con el 
estado nativo normal de la proteina ya que 10s agregados 
estan ausentes cuando aumenta la temperatura de 10s cultivos 
que contienen a la proteina soluble (Strandberg and Enfors, 
1991). Sobre esta base la temperatura afectaria 10s 
mecanismos de "foldingn y la distribucion de 10s 
intermediaries transientes. De hecho las altas temperaturas 
podrian aumentar las interacciones hidrofobicas entre zonas 
que normalmente no se encuentran expuestas. El analisis del 
camino de "foldingn de la endoramnosidasa de P22 mencionada 
en secciones precedentes, indica que el estado final de la 
proteina no lleva necesariamente a la formacion de 
inclusiones citoplasmaticas (Mitraki and King, 1992); a 30-c 
practicamente el 100% de las cadenas polipeptidicas alcanzan 
el estadio nativo del trimero, en tanto a 3 9 " ~ ~  solamente el 
30% lo alcanza. Si las proteinas nativas se producen a 
temperaturas permisivas y se llevan luego a temperatura 
retrictiva in vivo, mantienen sus caracteristicas -i.e son 
resistentes a SDS-, demostrando que su estabilidad 
intracelular no se ve alterada. De mod0 que la agregacion 
intracelular no se origina a partir de la desnaturalizacion 
del estado nativo sino de la polimerizacion de algun 
intermediario termosensible. La existencia de mutantes 
incapaces de plegarse correctamente a temperaturas no 
permisivas per0 si a las permisivas (tsf), indica la 
presencia de aminoacidos alternatives que no contribuyen a 
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la estabilizacion y funci6n de la proteina nativa per0 si a 
la desestabilizacion de 10s intermediaries termolabiles. In 
vitro estas proteinas mutantes, son tan estables como las 
salvajes, por lo que el intermediario de plegamiento 
constituiria el precursor de 10s IB (Mitraki and King, 
1992). 
Cambios en el pH intracelular parecen influir en 10s 
procesos de "foldingn y la conformaci.611 de las proteinas. 
Experimentos de Strandberg y Enfors (1991) demostraron que 
para el caso de la proteina de fusion entre la proteina A de 
Sta~hvlococcus aureus y la 8-galactosidasa de E. coli, la 
disminucion del pH durante el crecimiento de las bacterias 
recombinantes, correlaciona con el aumento en la formacion 
de cuerpos de inclusion. Este efecto desaparecio cuando el 
cultivo bacteriano se realizo bajo condiciones de pH 
controlado. 
CUERPOS DE INCLUSION Y LA RESPUESTA DE ESTRES. 
Las chaperonas moleculares son un conjunto de proteinas 
altamente conservadas y ampliamente distribuidas en la 
naturaleza que a1 prevenir la formacion de interacciones no- 
covalentes intra e intermoleculares inapropiadas en el 
citoplasma estabilizan temporariamente 10s dominios 
desplegados o parcialmente desplegados de sus proteinas 
sustrato (Gething and Sambrook, 1992). En las celulas 
eucaroticas se han descripto 4 clases de chaperones 
moleculares, HspGO, HsplO, Hsp70 y Hsp90 que en E. coli 
tienen su contraparte en GroEL, su compafiera GroES, DnaK y 
HtpG. La chaperona SecB se une a las preproteinas destinadas 
a ser secretadas y las mantiene en un estado competente para 
la traslocacion (Georgopoulos, 1992). 
En contraste con 10s chaperones moleculares, el nombre 
de "foldasas" se aplica a una serie de proteinas accesorias 
que catalizan las isomerizaciones de uniones covalentes que 
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limitan la velocidad de plegamiento de ciertas proteinas 
(Gething and Sambrook, 1992). DsbA, una enzima 
periplasmatica involucrada en la forrnacion de puentes 
disulfuro, (Freedman, 1994)) su oxidoreductasa DsbB 
(Missiakas, Georgopoulos and Raina, 1993) y la peptidil 
prolil cis-trans isomerasa (PPIasa), que cataliza la 
isomerizacion naturalmente lenta de las uniones peptidicas 
X-pro, son las mas ampliamente descriptas en E.coli. 
Esta bateria de proteinas "ayudadoras" prevendrian las 
reacciones colaterales improductivas protegiendo a 10s 
intermediarios de plegamiento (chaperonas) o acelerando 10s 
pasos limitantes de las reacciones de nfoldingv (foldasas). 
Solamente cuando la produccion de la proteina sobrepasa a1 
efecto protector de las chaperonas y foldasas se hacen 
visibles 10s efectos nocivos de la agregacion. En celulas de 
E. coli que llevan una mutacion en el gen Hptr, se produce 
la agregacion extensiva de varias proteinas celulares 
normalemente solubles. Este gen codifica a la subunidad a32 
de la ARN polimerasa responsable del reconocimiento de 10s 
promotores de las proteinas de shock t6rmico (hsps). Si bien 
en las mutantes el efecto es marcado a 4 2 " ~  tarnbien ocurre a 
30°c, lo cual demuestra que la funcion general de las hsps 
se lleva a cab0 en condiciones de estres y tambien normales 
(Gragerov et al., 1991). Esta acumulacion masiva de 
proteinas homologas en forma de cuerpos de inclusion 
demostro que la funcion de este gen y por lo tanto de las 
proteinas de estres, resultan claves en el "foldingn de las 
proteinas nativas de la bacteria. Se ha reportado en la 
literatura que la formacion de inclusiones citoplasmaticas 
disminuye en ciertos casos si la induccion del cultivo se 
realiza a 4 2 " ~  (Strandberg and Enfors, 1991). Las proteinas 
hsps impedirian la forrnacion de cuerpos de inclusion a 
partir de interrnediarios de plegamiento o proteinas 
incorrectamente plegadas. 
El estres por altas y bajas temperaturas, el shock 
osmotico y cambios de pH durante el cultivo inician la 
respuesta "Heat Shock". Cepas especificas que han sido 
geneticamente modificadas para producir chaperones 
moleculares tienen reducida propension a formar inclusiones 
citoplasmaticas (Hockney, 1994; Blum et al., 1992). La co- 
expresion en E. coli de GroES y GroEL (GroESL) con la 
Rubisco de Anacystis nidulans (Goloubinoff, Gatenby and 
Lorimer, 1989) aumenta la proporci6n de la enzima soluble y 
ensamblada. Por el contrario mutantes defectivas en GroES 3 
GroEL no generan la enzima activa. Los genes GroESL de 
Chromatiurn vinosurn, una bacteria purpura sulfurosa, 
fototrofica y anoxigenica, co-expresados en E. coli junto 
con 10s genes de Rubisco de varias bacterias fototroficas 
facilitaron el ensamblado de dicha enzima oligomerica 
(Ferreyra, Soncini and Viale, 1993). 
RECUPERACION DE PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS A PARTIR DE 
CUERPOS DE INCLUSION 
La formacion de cuerpos de inclusion genera tanto 
problemas como oportunidades. A1 lisar las celulas 10s IB se 
mantienen particulados y su densidad permite sedimentarlos a 
baja velocidad para separarlos de 10s debris celulares y de 
las proteinas solubles. Sobre esta base, las estrategias 
preparativas habituales implican la purificacion seguida por 
el "refoldingn in vitro de la proteina inactiva. Para las 
proteinas que son facilmente degradadas por proteasas 
durante su expresion en microorganismos, la produccion en 
forma de IB ofrece la posibilidad de estabilizarlas (Bowden 
et al., 1991; Marston, 1986). En otros casos las proteinas 
agregadas son mas susceptibles de ser degradadas que las 
nativas solubles, ya que existen proteasas que atacan 
proteinas anormales y/o desplegadas (Schein, 1989; Goff and 
Goldberg, 1985). 
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El primer paso para la recuperacion de las proteinas 
contenidas en 10s IB es su solubilizacion en un solvente que 
desnaturalice totalmente a la estructura proteica. El evento 
posterior es el "refoldingn in vitro iniciado con la 
eliminacidn (dilution) del perturbante proteico. Este 
esquema implica definir claramente 10s desnaturalizantes y 
el "refoldingw. 
La solubilizacion requiere la disruption de uniones no 
covalentes: puentes de hidrogeno, interacciones ionicas e 
hidrofdbicas. La efectividad de un determinado solvente 
difiere de una proteina a otra ya que algunos 
desnaturalizantes modifican irreversiblemente a la proteina. 
Las caracteristicas optimas de un desnaturali~a~te radican 
en (i) la cinetica de solubilizacion rapida, (ii) no 
interferencia con 10s metodos de separacion de 10s restos 
celulares, (iii) la independencia de la temperatura, (iv) la 
inhibicion de la degradacion proteolitica y (v) la inercia 
quimica con 10s aminoacidos de las proteinas. 
Aunque las soluciones acidas o alcalinas y la alta 
presion hidrostatica tambien poseen capacidad 
desnaturalizante, siendo una alternativa para disolver IB, 
10s compuestos mas comunmente usados son 10s agentes 
caotropicos y 10s detergentes. El uso de estos ultimos 
constituye uno de 10s metodos mas economicos para 
solubilizar las proteinas contenidas en 10s IB. Una ventaja 
importante de 10s detergente es su capacidad para disminuir 
la agregacion proteica lo cual facilita la utilization de 
mayores'concentraciones de proteina durante el ensayo de 
reactivation (Tandon and Horowitz, 1986). Por el contrario, 
la principal desventaja de 10s detergentes es su union a las 
proteinas con fuerza variable que 10s hace dificiles de 
eliminar, por lo que interfieren en 10s pasos posteriores de 
purificacion. Un detergente anionic0 muy usado es el n- 
lauril sarcosina, un desnaturalizante suave que solubiliza 
IB selectivamente con respecto a 10s agregados de proteinas 
correspondientes a las membranas externas de E. coli 
(Frankel, Sohn and Leinward, 1991). La extraccion previa de 
10s IB con detergentes remueve actividades proteoliticas 
asociadas, con lo que mejora la recuperaci6n de la actividad 
enzimatica luego del refolding (Babbit et al., 1990). 
Los agentes caotropicos mas utilizados en el 
procesamiento de 10s IB son el cloruro de guanidinio (HC1- 
Gdm) y la urea. La concentracion necesaria para la 
solubilizacion depende de las propiedades intrinsecas de la 
proteina y muestra efectos aditivos (Jaenicke and Rudolph, 
1989; Tatcher and Hitchcock, 1994). 
RENATURALIZACION. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION DE PROTEINAS 
SOLUBLES A PARTIR DE LOS IB 
La renaturalizacion de las proteinas generalmente se 
realiza en soluciones muy diluidas (Jaenicke and Rudolph, 
1989). Esta tactica diluye el product0 final y no siempre es 
eficaz con proteinas oligomericas ya que no se ensamblan 
eficientemente. En este ultimo caso la concentracion debe 
mantenerse en un umbra1 razonable y la agregacion no puede 
evitarse por simple dilucion. En el caso de la lactato 
deshidrogenasa de musculo se ha detectado un intermediario 
monomerico, parcialmente desplegado, que dependiendo de la 
concentracion proteica, genera tanto el tetramero nativo 
como agregados inactivos (zettlmeissl, 1979). En algunos 
casos, durante la reaccion de renaturalizacion, ocurren 
eventos de isomerizacion que llevan a la precipitation de 
las proteinas. La produccion de precipitados insolubles 
ocurre invariablemente, en mayor o menor grado. Asimismo la 
contamination con proteasas puede llevar a la degradacion de 
las especies parcialmente plegadas. 
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D (degradada) 
4 
U (desplegada) c------ -------- t > N (nativa) $. 
A (agregada) 
El principal problema en 10s experimentos de 
llunfolding/refolding" es la cinetica de competencia entre el 
llfoldingn y la agregacibn. Los estudios sobre el mecanismo 
de plegamiento generalmente implican una etapa de dilucion 
de un solvente a otro. La formacion de agregados es un 
proceso altamente dependiente de la concentracibn. Algunas 
proteinas se mantienen a concentraciones entre 10 y 10'00 
pg/ml, de modo que el "refolding1' despues de la dilucion es 
un proceso viable. Sin embargo, otras son escasamente 
solubles en su estado total o parcialmente desplegado. Sin 
ernbargo, ellas pueden ser renaturalizadas mediante 
diluciones en dos o mas etdpas en uno o varios solventes 
(Thatcher and Hitchcock, 1994). En otros casos se obtienen 
mejores rendimientos con la dialisis lenta de la proteina 
desnaturalizada en lugar de la dilucion rapida. 
El uso de cosolventes en sistemas acuosos ha demostrado 
un aumento en 10s rendimientos y la disminucion de agregados 
durante la renaturalizacion. A concentraciones que van desde 
3 a 30 g/l, el polietilenglicol (PEG) aumenta la tasa de 
renaturalizacion y previene la agregacion de la anhidrasa 
carbonica bovina. El efecto observado se debe a la 
interaction del PEG con el primer intermediario del camino 
de renaturalizacion, evento que facilita la formacion del 
segundo intermediario y previene su agregacion (Cleland and 
Wang, 1990). 
La renaturalizacion asistida por micelas de detergente 
ha sido reportada. En el caso de la rodanasa desnaturalizada 
en presencia de urea, la presencia de micelas del detergente 
no idnico lauril maltosido facilitan la reactivation 
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enzimatica durante la renaturalizacion. Aparentemente la 
union de la enzima a las micelas seria necesaria para 
mantenerla desnaturalizada impidiendo su agregacion. 
Posiblemente, una estructura macromolecular como la micela 
estabilice ciertas zonas desplegadas de la proteina 
facilitando un cierto grado de renaturalizacion y evitando 
interacciones hidrof6bicas indeseadas (Horowitz and 
Criscimagna, 1986; Zardeneta and Horowitz, 1992). 
Otra estrategia utilizada en la produccion de proteinas 
solubles radica en la rnodificacion de sus caracteristicas 
hidrofobicas. Sin embargo esta metodologia se ve limitada a 
casos donde la modificacion no destruye la funcion biologics 
de la proteina blanco. Por ejemplo, la solubilidad y 
estabilidad de la glicoproteina mayoritaria del virus 
respiratorio humano (proteina G del RSV) aumenta cuando 10s 
residuos de cisteina y fenilalanina son sustituidos por 
serinas (Murky et al., 1995). 
La presencia de compuestos especificos en el "buffert1 
de renaturalizacion incrementa el rendimiento de 
renaturalizacion de numerosas proteinas. Cofactores, 
sustratos, o iones especificos pueden desempefiar un rol 
esencial en la estabilizacion de la estructura proteica 
frente a la perturbacion termica o la accion proteolitica. 
Para muchas enzimas alcanzar su estado funcional depende de 
la presencia de un ion metalico o de otro componente no 
proteico. Posiblemente 10s ligandos afecten el "foldingn 
como efectores o agentes nnucleadoresn que influyen sobre el 
plegamiento, uniendose a 10s intermediaries y asi acelerando 
10s pasos limitantes de la reconstitucion, o estabilizando 
el product0 final de la reaccion. 
FORMACION DE PUENTES DISULFURO 
En ciertos protocolos la solubilizacion exitosa de 10s 
IB requiere junto con 10s desnaturalizantes del uso de 
tioles como el DTT o el DTE (ditioeritritol). Dado que el 
citoplasma de E. coli se mantiene en un estada reductor 
(Missiakas, Georgopoulos and Rania, 1993) muchos 
polipeptidos eucarioticos son insolubles cuando se expresan 
en esta bacteria ya que en las celulas de origen son 
normalmente secretados conteniendo puentes disulfuros. - En 
las celulas eucariotas la formation de enlaces -S-S- ocurre 
segun un intercambio tiol/disulfuro a medida que la nueva 
cadena polipeptica emerge en el lumen del reticulo 
endoplasmatico como se describe en la siguiente ecuacion : 
HS-S S 
p - -  I)P-+-H (EJ 
SH / S -- - 
La enzima capaz de acelerar esta reaccion esla Protein 
disulfuro isomerasa (PDI) (Freedman, 1994, 1995-+ Creighton, 
Zapun, and Darby, 1995). Los microorganismos carecen de este 
compartimento celular oxidante, por lo tanto tomando en 
cuenta el alto nivel de expresion de 10s polipeptidos 
eucarioticos en las bacterias transformadas y _el numero 
potencial de enlaces disulfuro, es poco probable que se 
formen correctamente dentro del citoplasma de E. coli. Por 
ello es factible que la exposicion a1 aire durante la lisis 
conduzca a rearreglos incorrectos. Si 10s enlaces disulfuros 
intra e intermoleculares dentro de 10s IB son incorrectos, 
su disruption sera necesaria para recuperar la funcion -- y por 
ello 10s tioles deben ser incluidos en 10s "buffersw de 
desnaturalizacion hasta la etapa de renaturalizacion. El pH 
durante estas etapas se transforma en un parametro critic0 
ya que el intercambio tiol-disulfuro procede mas rapidamente 
en soluciones alcalinas. 
MAPEO Y CLONADO DEL GEN DE LA CFBPasa DE TRIGO. 
CARACTERIZACION DE BACTERIAS RECOMBINANTES. 
1) Gen de la CFBPasa 
El gen de la CFBPasa (1.2' kbp) fue obtenido de un banco 
de genes preparado del mRNA purificado de hojas de trigo 
(Raines et al., 1988). Este gen, inserto en un plasmido 
Bluescript, fue gentilmente cedido por el Dr. Dyer a 
nuestro laboratorio. 
2) Fusi6n de la CFBPasa de trigo a la GST de S. ia~onicum 
La cepa de E. coli HBlOl se transform6 utilizando C12Ca 
segh el metodo convencional, con el pldsmido Bluescript que 
lleva inserto a1 gen de CFBPasa en su sitio de restriccion 
para EcoRI. Luego de crecer las bacterias a 3 7 " ~  por 16 
horas, el pldsmido se prepard segfin una modificacion del 
metodo de minipreparaci6n de Birboim y Doly (Sambrook et 
al., 1989). Para el mapeo del gen, el ADN plasmidico se 
trato con las enzimas de restriccion EcoRI, XhoI y KpnI en 
10s buffers adecuados y el resultado de las digestiones se 
analizd en gel de agarosa 1.6 %. El DNA utilizado como 
estandar de peso molecular fue el DNA del fago , digerido 
por EcoRI y Hind111 y el del fago 174 digerido por HaeIII. 
El gen se escindio del plasmido Bluescript mediante 
digestion con EcoRI durante 1.5 horas a 37'~. Luego de 
purificado en un gel de agarosa 0.8 % conteniendo membranas 
de DEAE-celulosa (Sambrook et al., 1989), el fragment0 
liberado se lig6 a1 plasmido pGEX-1 mediante DNA-ligasa del 
fago T4, en una relacidn de inserto a vector de 1:l y 2:l. 
Para ello el vector fue linearizado con EcoRI y tratado con 
fosfatasa alcalina bacteriana para eliminar 10s fosfatos en 
10s extremos 5'. Con el product0 de la ligacion las celulas 
competentes de E. colf DH5aFfIQ fueron transformadas 
mediante electroporacion y las bacterias recombinantes 
fueron caracterizadas por andlisis de restriction y con 
anticuerpos policlonales contra CFBPasa de espinaca. El 
primer0 se llevo a cabo purificando 10s plasmidos 
recombinantes y cortandolos sucesivamente con EcoRI y con 
una combination de BamHI y XhoI (Vf=20 pl). El segundo se 
realizo replicando las bacterias sobre filtros de 
nitrocelulosa embebidos en IPTG 1 mM e incubandolos a 3 7 " ~  
durante 5 horas. Los filtros fueron tratados sucesivamente 
con cloroformo, DNAsaI y lisozima y finalmente con (1) el 
anticuerpo anti-CFBPasa de espinaca y (2) con el anti-IgG de 
conejo acoplado a la peroxidasa de rabanito en presencia de 
4-cloronaftol. 
SECUENCIACION PARCIAL DEL GEN QUE CODIFICA A LA' CFBPasa 
FUSIONADA AL GEN DE LA GST DE S.ia~onicu~q 
1) Purification del pldsmido pKHl 
El plasmido pGEX conteniendo a la CFBPasa, pldsmido 
pKH1, fue purificado a partir de la cepa de E.coli 
recombinante. Para ello 50 ml de un cultivo crecido a 37'12 
durante toda la noche en LB/ampicilina (100 pg/ml) fue 
centrifugado por 10 minutos a 5000 xg. El precipitado de 
bacterias fue resuspendido en 2.5 ml de h i s  HC1 50 mM (pH 
8) conteniendo NaCl 50 mJ4 y EDTA 20 mM e incubado a O'C por 
5 minutos. Se agreg6 primero 5 m1 de SDS 1 % conteniendo 
NaOH 0.2 M y se incubo por 10 minutos, luego se afiadio 3.75 
ml de acetato de potasio 3 M (pH 5) y se incubo a O'C 
durante 15 minutos. La muestra se centrifuge a 30000 xg por 
15 minutos y se descarto el precipitado. A1 sobrenadante se 
le agregd un volumen de 2-propanol, se mantuvo por 20 
minutos a temperatura ambiente y luego se centrifuge a 
30000 xg por 10 minutos. Luego de lavar y disgregar el 
precipitado en etanol 70 %, se centrifugd por 5 minutos a 
12000 xg. El sobrenadante fue descartado y el precipitado 
secado fue resuspendido en 0.5 rnl de buffer TE (TrisHC1 50 
mM (pH 8)) EDTA 10 mM). Se incubo en presencia de RNAsa (1 
rng/rnl) durante 60 minutos, a 37"~. Se centrifugd la 
preparacion por 3 minutos a 12000 xg y se sembro en una 
columna de Sepharose CL-4B (0.5~15 cm) equilibrada en buffer 
TE. Se recogieron alicuotas de 0.5 ml y las fracciones se 
analizaron en un gel de agarosa 1 %. Las fracciones 
conteniendo DNA fueron tratadas con acetato de sodio [0.3 M 
final (pH 5)], incubadas por 15 minutos en hielo y 
centrifugadas a 12000 xg por 5 minutos. A1 sobrenadante se 
le agrego un vol. de 2-propanol y la suspensi6n se dejo a'- 
2 0 " ~  durante toda la noche. Luego de centrifugar a 12000 xg 
10 minutos, el precipitado se lavd con etanol, se seco a1 
vacio y se resuspendio en 40 p1 de buffer TE. 
2) Secuenciacidn 
El extremo 5' del gen de la CFBPasa clonado en el sitio 
EcoRI del plasmido pGEX-1 fue secuenciado por el metodo de 
Sanger (Sanger, Niklen and Coulson,1977). Para tal fin se 
utilizo como primer un oligonucleotide de 18 bases que se 
extendia desde la base numero 609 hasta la 623 de la 
secuencia de la GST localizadas 63 bp hacia el extrerno 5' 
del sitio BamHI de pGEX-I. 
La secuenciacion se llevo a cab0 sobre 5 p1 (20 pg) de 
la preparacion de plasmido con 70 ng de primer. Para ello a1 
DNA, luego de diluido a 0.1 ml con agua, se le agrego 0.1 
volhen de NaOH 2 M conteniendo EDTA 2 mM e incubo por 30 
minutos a 37°C. Luego de afiadir 0.1 volumen de acetato de 
sodio 3 M (pH 5), el DNA fue precipitado con 4 volumenes de 
etanol e incubando por 15 minutos a -70°C. Luego de 
centrifugar el DNA a 10000 xg durante 20 minutos, el 
precipitado se lav6 con etanol 70% y se resuspendio en 7 p1 
de agua. Se agregd 2 p1 de buffer de reacci6n y 1 pl del 
primer (70 ng). Para facilitar el apareamiento del primer 
con la secuencia complementaria en el plzismido, la solucion 
se entibid a 37°C por 30 minutos y luego retornd a 0°C. A 
esta muestra se agrego DTT 6 mM, mezcla de "labelingw (1.5 
pM dCTP, 1.5 pM dTTP, 1.5 pM dGTP), 6 pCi de [ 3 5 ~ ] d ~ ~ ~  y 
3 unidades de polimerasa Sequenasa (Sequenase version 2.0 
DNA sequencing kit. USB, Cleveland, Ohio) (Vf=16.5 pl). 
Luego de incubada a temperatura ambiente por 5 minutos, 4 
alicuotas de 3.4 p 1  de la muestra fueron transferidas a 10s 
tubos de terminacidn conteniendo 10s dideoxinucle6tidos ( G I  
A, T y C) y la incubacidn continuo por 10 minutos a 37°C. 
La reacci6n se detuvo con una solucion de 95 % fomamida, 
EDTA 20 mM, azul de Bromo fen01 0.05 % y Xilene cianol FF 
0.05 %. Las muestras se incubaron a 75°C por 2 minutos y se 
sembraron en un gel de poliacrilamida 6 %. La electroforesis 
se realizo a 60 W. 
PREPARACION DE LA PROTEINA DE FUSION 
La proteina de fusion entre la GST y la CFBPasa se 
indujo con IPTG 0.1 mM. Para ello, 100 ml de la cepa 
recombinante en estado estacionario fueron diluidos 10 veces 
en medio LB conteniendo Ap (100 pg/ml) y cultivadas con 
agitation a 37°C. Luego de 1 hora (A600=0.6) se agrego el 
IPTG (0.1 mM final) y la incubation continuo a 28°C o a 
3 7 " ~ ~  por 4 horas. Luego de centrifugadas (5 minutos a 4000 
xg) las bacterias fueron resuspendidas en buffer de lisis, 
sometidas a ultrasonido y centrifugadas a 10000 xg por 10 
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minutos. En esta etapa se obtuvo una fraccion insoluble y 
otra soluble. 
a) Forma soluble de la CFBPasa 
La fraccidn soluble se filtro por una membrana 
Millipore (45 pm poro) y se cromatografi6 en una columna de 
glutation-agarosa. La proteina de fusion se eluyo con una 
solucion de GSH 5 mM (Smith and Johnson, 1988). El contenido 
y la composition proteica se determinaron por A280 y por 
SDS-PAGE respectivamente. 
b) Cuerpos de inclusidn 
La fracci6n insoluble correspondiente a 20 m1 de 
cultivo se resuspendio en 3 ml del buffer de lisis, se 
sometio a ultrasonido y se centrifugo (12000 xg, 10 
minutos). Se resuspendi6 el precipitado en 3 ml de buffer de 
lisis, conteniendo MgC12 (8 mM) y DNAsaI (10 pg/ml) y se 
incubo a 3 7 " ~  por 30 minutos. Despues de centrifugar (12000 
xg, 10 minutos) se descarto el sobrenadante y se agreg6 1 ml 
de buffer conteniendo lisozixna (0.2 mg/ml), se incubo a 
temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugo (12000 
xg, 10 minutos). El precipitado se resuspendio en 1 ml de 
buffer de lisis conteniendo desoxicolato de sodio (2 mg/ml) 
y se incubo 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se 
centrifugo (12000 xg, 10 minutos) y resuspendid el 
precipitado en 1 ml del buffer conteniendo Triton X-100 (0.5 
%.) y EDTA 10 mM. Finalmente el precipitado se lavo y se 
resuspendio en 1 ml de agua (Bowden, Paredes and Georgiou, 
1991). La preparacidn se guard6 a - 2 0 " ~  para su uso 
posterior. 
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COEXPRESION DE LOS GENES DE CHAPERONINAS (groESL) DE 
Chronatium vinosum CON EL GEN DE LA CFBPasa DE LOS 
CLOROPLASTOS DE TRIGO. 
La cepa de E. coli que llevaba el plasmido pKHl fue 
transformada por electroporacion con el plasmido pACYC184 
que contiene a1 fragment0 de DNA (4 kbp) que codifica para 
las chaperoninas GROES y GROEL de C. vinosum en su sitio 
SalI (pCRF51) (Ferreyra et al., 1993). Las celulas que 
llevaban ambos plasmidos fueron seleccionadas en placas de 
LB conteniendo ampicilina 100 pg/ml y cloranfenicol 34 
pg/ml, Estas celulas fueron inducidas con 0.1 mM IPTG y se 
lisaron con ultrasonido (3 veces durante 15 segundos y 2 
veces por 20 segundos) en presencia de buffer de lisis. La 
actividad catalitica CFBPasa se determino en alicuotas de 
10s lisados, en tanto que la composition proteica se estimo 
en el lisado celular y las fracciones solubles e insolubles 
(10000 xg, 10 minutos) por SDS-PAGE. 
ENSAYO DE PROTEINAS 
La determination de proteinas se realizo mediante: 
1) Procedimiento de Lowry (Lowry et al., 1951). En 10s 
casos que las muestras contuvieran compuestos que 
interfieren con el ensayo, las proteinas fueron precipitadas 
con una solucion de dcido tricloroacetico (7.4 % )  y 
desoxicolato (0.13 % )  (Bensadoun and Weinstein, 1976). En 
todos 10s casos el procedimiento fue calibrado con 
seroalbhina bovina, 
2) Determinacion de absorbancia a 280 nm. Para ello se 
estim6 la relacion de absorbancia a 280 nm y 260 nm (F) de 
la muestra y se consider6 
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donde d es el ancho de la cubeta (em) y A280 es la 
absorbancia a 280 nm. (protein Structure. A ~ractical 
Amroach (Creighton T., ed.)) 
3) BIO RAD Protein Assay. Este ensayo colorimetric0 se basa 
en el metodo de Bradford (Bradford, M. Anal. Biochem., 72, 
248 (1976)). 
REACTIVACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CFBPasa CONTENIDA EN LA 
PROTEINA DE FUSION 
Se incubaron 0.1 ml de la preparacion de cuerpos i3e 
inclusion durante 1-2 horas, a 3 7 ' ~ ~  en presencia de Na2C03 
0.4 M (pH 12), DTT 5 mM, EGTA 1 mM y un perturbante proteico 
(urea 6 M, clorhidrato de guanidina 5 M, n-octil-0-D 
glucopiranosido 30 mM o desoxicolato de sodio 1 % )  en un 
volumen final de 1.5 m1. El control se incubo en Tris HC1 
(pH 7.9), DTT 5 mM y EGTA 1 mM. Luego de la incubaci6n, se 
centrifugo la preparacion durante 10 minutos a 10000 xg y el 
sobrenadante se dializ6 hasta el equilibria contra Tris HC1 
30 mM (pH 7.9), EGTA 0.02 mM, 0-mercaptoetanol 0.04 % y 
MgC12 2 mM. 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CFBPasa 
La actividad catalitica se determino agregando la 
enzima a una solucion de ensayo a 2 3 " ~  conteniendo (a) Tris 
HCl 50 mM (pH 7.9), DTT 5 mM, FBP 2.5 mM, MgC12 10 mM y EGTA 
0 ~ 0 5  mM [alto FBP, alto ~g++]; (b) Tris HC1 50 mM (pH 7.9), 
FBP 1 mM, MgC12 1 mM y EGTA 0.05 mM [bajo FBP, bajo M~++], 
en un volumen final de 0.2-1 m1. Se incubo durante 10s 
tiempos indicados en cada experimento. La reaccion se detuvo 
por agregado del reactivo de Chen (Chen, Toribara and 
Warner, 1966) para valorar el Pi liberado. En el caso (b) la 
enzima fue previamente activada como se explica en cada 
experimento. 1 U CFBPasa= 1 pmol/min. 
ACTIVIDAD FOSFATASA DE LA PROTEINA DE FUSION REACTIVADA 
La especificidad por el sustrato en la catalisis se 
determino en presencia de 10 RIM ~ g + +  y 2.5 mM de varios 
compuestos fosforilados (fosfoenol piruvato, glucosa 6- 
fosfato, fructosa 6-fosfato, sedoheptulosa 1,7-bisfosfato, 
ribulosa 1,5-bisfosfato, adenosina difosfato, fructosa 1,6- 
bisfosfato, acido fosfoglicerico, ribosa 5-fosfato), 
utilizando la enzima previamente incubada por una hora con 
DTT 5 mM. 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION S-TRANSFERASA DE LA 
PROTEINA DE FUSION. 
Se determino la velocidad inicial de formation del 
conjugado entre el sustrato 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (0.5 
mM) y el GSH (2.5 mM) mediante el cambio de absorbancia a 
340 nm. La reacci6n se llev6 a cab0 a temperatura ambiente 
en presencia de 0.1 M buffer fosfato de sodio y potasio 
(pH 6.5), por cuanto a este pH la reaccion no enzimdtica es 
minima (vf=2 ml) (Habig et al., 1974). 1 U GST= 1 mmol/ min. 
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
Se realizaron corridas electroforeticas bajo 
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS en geles 
planos verticales, utilizando metodos ya descriptos 
(Laemmli, 1970; Schagger and von Jagow, 1987). Los 
porcenta jes de acri1amida:bisacrilamida (30:0.8) se 
ajustaron segun se indica en cada experimento. Las 
electroforesis no desnaturalizantes se realizaron eliminando 
el SDS en la preparacidn de 10s geles, en presencia o 
ausencia de reductores semn 
experimento. 
se especifica en cada 
CLONADO DE LA ENZIMA CFBPasa DE TRIG0 EN PET-22b(+) 
El gen de la CFBPasa de cloroplastos de trigo fue 
clonado en el vector de expresi6n PET-22b(+). Para tal fin, 
la secuencia nucleotidica correspondiente a1 gen, incluida 
en el plasmido pKH1, fue amplificado por PCR utilizando 
oligonucleotides especificos. Estos oligonucleotides 
contenian 10s sitios de corte para las enzimas de 
restriction NdeI y BamHI. 
a) oligonucleotido correspondiente a1 extremo 5' del gen 
NdeI 
5'4 CGG GAA CAT ATG TAC GAC ATG ATC AC-3' 
sec . en 283 
PKHl y---- >aminoacido # 7 1  de la enz. 
b) oligonucleotido correspondiente a1 extremo 3' del gen 
BamHI 1298 
5'-C CTA GGA TCC GTT CTA CTC TGA AGA CAA-3' 
STOP 
De esta manera fue posible insertar el fragment0 amplificado 
(LO17 bp) direccionado entre 10s sitios BamHI y NdeI del 
vector. 
-Desarrollo de la PCR 
Se utilizo como sustrato a1 plasmido pKHl (2 ng), 
preparado como se indica en la seccion Purification deL 
pldsmido DKHA. La reacci6n se llevd a cab0 en un volumen 
final de 50 p1 conteniendo una mezcla de 10s cuatro dNTPs 
(25 pM de cada uno), MgS04 3 mM y 500 pM de cada 
oligonucl~otido, en el buffer adecuado. Se utilizo 1 unidad 
de la polimerasa Vent. Luego se desnaturalizo el DNA por 3 
minutos a 94°C. Se efectuaron 5 ciclos [30 segundos a 9 4 " ~ ,  
30 segundos a 3 0 " ~ ,  2 minutos a 6 0 " ~ ~  y 30 ciclos [30 
segundos a 9 4 " ~ ~  30 segundos a 55'~, 80 segundos a 72"~] y
finalmente 2 minutos a 72°C. 
El fragmento amplificado se extrajo una vez con un 
volumen de cloroformo y se purific6 por ~agic DNA clean-up 
System (Bio-1Ol.Inc.). Luego de digerido con BamHI y Ndel, 
se repiti6 su purification y se insert6 en el vector he 
expresion PET-22b(+) tratado con las mismas endonucleasas. 
El product0 de la ligacidn fue concentrado por precipitacidn 
con acetato de sodio 0-3 M y un volhen de 2-propanol, e 
incubaci6n por 1 hora a -20'~. Luego de centrifugar (12000 
xg) se descarto el sobrenadante y se lavo el precipitado con 
200 p1 de etanol 70 %. El DNA obtenido fue resuspendido en 3 
yl de agua. Con este plasmido recombinante concentrado se 
transformaron celulas de E.coli de la cepa DH5a mediante 
electroporacion. Los plasmidos de las bacterias 
transformadas fueron purificados por lisis alcalina 
(Sambrook et al., 1989) y la presencia del fragmento de 1 
kbp conteniendo el gen de la CFBPasa fue determinada con 
enzimas de restriccion (BalaHI y NdeI). Una vez detectados 
10s plasmidos recombinantes, estos se utilizaron para 
electroporar celulas de E.coli BL21. Mediante el analisis de 
restriccion similar a1 descripto se seleccionaron tres 
c~lonias que contenian el gen de CFBPasa. 
INDUCCION DE LA CFBPasa DE TRIG0 EN BACTERIAS RECOMBINANTES 
Dos colonias de la cepa BL21 recombinante fueron 
crecidas a 37°C por tiempos variables en LB con ampicilina 
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(100 pg/ml), en presencia de IPTG 0.1 mM. Luego de 
centrifugar 1 ml del cultivo, 10s precipitados bacterianos 
se resuspendieron en el buffer de lisis y la suspension fue 
sometida a ultrasonido 3 veces por 30 segundos. La actividad 
CFBPasa se determind sobre alicuotas de cada lisado. Se 
determino la concentracidn de proteinas mediante el BIO-RAD 
Protein Assay. Fracciones correspondientes a proteinas 
totales, solubles e insolubles. fueron analizadas por SDS- 
PAGE 11 % 
ESTUDIOS ESPECTROFOTOMETRICOS 
EsDectrofot6metroord Res~onse IT: Para determinar el 
espectro W de las proteinas se- utilizaron cubetas de- cuarzo 
cuya capacidad era de. 0,5 rnl y el paso de la luz de 1 cm. La 
velocidad de barrido fue 60 nm/min. En todos 10s casos 10s 
datos (interva1o:O.l nm) fueron transferidos por una salida 
RS-232 a una computadora IBM-AT para el procesamiento 
posterior. El programa utilizado para la obtencion de las 
derivadas cuartas fue disefiado en lenguaje de programacion 
Pascal (M. A. Ballicora). 
ESTUDIOS ESPECTROFLUOROMETRICOS 
La fluorescencia intrinseca de las proteinas fue medida 
con un espectrofluorometro JASCO (modelo FB-770) en cubetas 
de 1.0 x 1.0 cm. La longitud de onda de excitation de la 
CFBPasa fue 280 nm y si no se indica otra cosa la de emision 
fue 334 nm. Ambos "slitw fueron de 10 nm. 
EFECTO DE LA UREA SOBRE LA CFBPasa 
La proteina de fusion reactivada se incubo durante toda 
la noche en Tris-HC1 30 mM (pH 7 .9 ) ,  en presencia de DTT 5 mM y 
concentraciones variables de urea (0-2.8 M) (vf=0.2 ml). Se 
determino la actividad GST monitoreando el aumento de la 
absorbancia a 340 nm se@n ~ a b i g  et al. (1974). Se determino 
la actividad CFBPasa en un solo paso en presencia de DTT 5 
mM y altas concentraciones de FBP y M ~ ~ +  (Vf=l ml) . Todas 
las determinaciones se hicieron en presencia de urea 0.14 M. 
La CFBPasa libre del extremo GST se incubo en Tris-HC1 
50 rnM (pH 7.9) en presencia de concentraciones variables de 
urea y el modulador indicado en cada experimento (vf=Oa.2 
ml). La actividad remanente se determino en altas o bajas 
concentraciones de FBP y M ~ ~ +  s e m  el experimento, en 
presencia de concentraciones de urea constantes. 
CLONADO Y EXPRESION DE LA PROTEINA DE 35 kDa. OBTENCION DEL - - 
FRAGMENT0 AMINOACIDICO COMPRENDIDO ENTRE LOS AMINOACIDOS 140 
Y 240. 
La secuencia nucleotidica desde la base 638 hasta la 
850 se amplifico por PCR -tal como se indica en las 
secciones precedentes- sobre el cDNA del gen de la CFBPasa 
de trigo contenido en el plasmido Bluescript. Para ello se 
disefiaron 10s siguientes oligonucleotides: 
638 
5' CC GGA TCC GAC GCC GCC GTC TCC ACC 3' 
BamHI 
850 
3 ?  CC CCA CAT GCA CAA GTG CCT TAA GGG 5' 
EcoRI 
Estos contienen 10s sitios de corte para BamHI en el 
extremo correspondiente a1 5' de la secuencia y el 
correspondiente a EcoRI en el 3 ' .  El fragment0 amplificado 
fue digerido con ambas enzimas de restriction en 10s buffers 
adecuados e insertado en el vector pGEX-2T tratada con las 
mismas endonucleasas, La reaccidn de ligaci6n se realizo 
como se explica en secciones previas. Con el resultado de la 
ligacion se transform0 la cepa DH5aFrIQ por electroporacion, 
La proteina de fusion se purifico como cuerpos de inclusi6n 
como se ha explicado anteriormente. 
PREPARACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES 
La proteina de fusion GST-CFBPasa purificada por 
cromatografia de afinidad se us6 como inmundgeno. La 
proteina, disuelta en adyuvante de Freund incompleto, se 
inyecto en conejos, Se repitieron las inyecciones a 10s 8 
dias y a 10s 38 dias. La produccion de anticuerpos 
especificos se siguio por Dot Blot y Western Blot y 10s 
sueros se recolectaron a 10s 45 dias. Se procedio de manera 
similar con la proteina GST y con la proteina de 35 kDa (ver 
mas adelante). 
PREPARACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
Con un interval0 de 10 dias, cinco ratones Balb/c 
fueron inoculados intraperitonealmente con cuerpos de 
inclusion (50 pg) disueltos en 20 mM buffer fosfato de sodio 
(pH 7.4) conteniendo NaCl 150 mM y emulsionado con un 
volhen igual de adyuvante de Freund complete. Despues de la 
inyeccion de refuerzo se inyecto la misma dosis de antigen0 
en presencia de adyuvante incompleto a 10s 60, 90 y 120 
dias. Tres dias antes de la hibridizacion celular, 10s 
animales recibieron una inyecci6n intraperitoneal de 20 pg 
de antigen0 disuelto en 30 mM buffer Tris-HC1 (pH 7.9) o 30 
mM buffer acetato de sodio (pH 5.5). 
Los anticuerpos monoclonales derivaron de hibridos 
entre celulas de mielona NSO con las celulas de 10s bazos 
obtenidos a partir de ratones que mostraron una alta 
respuesta inmunologica contra la proteina de fusion (Galfr 
and Milstein, 1981). Una vez que 10s sobrenadantes de 10s 
hibridomas fueron analizados por Dot Blot y Western Blot en 
busca de anticuerpos especificos, las celulas positivas se 
clonaron mediante el metodo de la dilucion limite (Oi and 
Herzenberg, 1980). 
Los anticuerpos dirigidos contra la GST-CFBPasa o la 
GST fueron detectados en sueros de ratones inmunizados y en 
10s sobrenadantes de 10s cultivos de hibridomas por el 
metodo de ELISA con inmunoglobulinas de conejo anti-rat611 
conjugadas a la peroxidasa de rabanito (diluci6n 1:1000). 
INMUNOBLOTS 
Las fracciones proteicas fueron separadas en SDS-PAGE y 
transferidas electroforeticamente a membranas de 
nitrocelulosa en presencia de buffer de transferencia 
(Trizma base 20 mM, glicina 150 mM, metanol 20 % )  a 200 V 
durante 2 horas. Las membranas se lavaron y 10s sitios 
inespecificos se bloquearon durante una hora con buffer TBS 
(Tris-HC1 50 mM pH 8 ,  NaCl 150 mM) conteniendo 2 % glicina y 
3 % leche descremada. Las membranas asi tratadas se 
incubaron durante 1,5 a 16 horas con 10s sueros 
correspondientes diluidos en el mismo buffer (1:500-1:1000 
segun el experimento). Luego de exhaustivos lavados con TBS 
10s anticuerpos unidos a la membrana fueron visualizados con 
un segundo anticuerpo, preparado en cabra contra IgG de 
raton o de conejo, acoplados (1) a la peroxidasa de 
rabanito, (2) a la fosfatasa alcalina. El ensayo de 
actividad peroxidasa se realizo en presencia de 4- 
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cloronaftol 2.8 mM y H202 0.1 % en TBS conteniendo 16 % 
metanol. La determinacidn de fosfatasa alcalina se realizo 
en presencia de 5-bromo-6-cloro-3-indolil fosfato 0.15 mg/ml 
y nitro blue tetrazolium 0.3 mg/ml en Tris-HCL 0.1 M pH 9.5, 
conteniendo NaCl 0,l M y MgC12 50 mM. 
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PRIMERA PARTE. ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA 
CFBPasa DE TRIG0 FUSIONADA A LA GST DE S. iawnicum 
La obtencion de grandes cantidades de proteinas en 
sistemas bacterianos ha facilitado el estudio de las 
caracteristicas moleculares, funcionales y estructurales de 
numerosas proteinas virales, animales y vegetales. Si bien 
es aceptado que la estructura primaria contiene la 
ir,formacion para la estructura funcional, 10s procesos de 
plegamiento pueden conducir tambien a formas aberrantes. 
Ademas, otros aspectos deben ser contemplados. Primero, la 
expresion de genes foraneos puede provocar la degradacion de 
las proteinas heterologas por las proteasas del organism0 
huesped. Segundo, la mayoria de las actividades cataliticas 
residen en una estructura cuaternaria compuesta por 
polipeptidos identicos o diferentes. Tercero, una gran 
variedad de enzimas requieren una modification post- 
traduccional o un proceso de activation para manifestar su 
actividad. 
La generacion de proteinas de fusion mediante vectores 
de expresion representa una estrategia ampliamente utilizada 
ya que facilita el procedimiento de purificacion. En estos 
casos una funcion residente en un polipeptido codificado por 
el vector provee el mecanismo que permite la purificacion 
mediante el uso de cromatografia de afinidad. La ventaja de 
estos sistemas de expresion es evidente aunque a menudo 
1) se generen complejos proteicos altamente insolubles, 
conocidos como Cuer~os de Inclusion, que dificultan la 
recuperacion de la estructura y actividad biologics, 
2) la presencia de un polip4ptido relativamente grande puede 
conferir a la proteina objeto del estudio propiedades 
diferentes a las observadas con la forma nativa. 
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Las proteinas de fusion son compuestos novedosos que no 
solo permiten el analisis de problemas bioquimicos sino que 
tambien pueden ser utilizados con fines biotecnlogicos. En 
general, han sido preparadas con polipeptidos cuya funcion 
reside en la estructura monom4rica y se desconoce su efecto 
sobre las proteinas que se ensamblan en estructuras de mayor 
grado de polimerizacion. 
Las CFBpasas son homotetrameros cuya actividad es 
estimulada por el intercambio tiol/disulfuro -mediado por la 
Trx- y la modification de las interacciones no covalentes 
promovida por moduladores. La multiplicidad de 
procedimientos para obtener su activation in vitro la 
convierten en un modelo adecuado para el analisis de 10s 
requerimienmtos que conducen a su forma activa. En este 
contexto, fue abordada la preparacion y caracterizacion de 
la CFBPasa de trigo fusionada por su extremo N-terminal a la 
GST del helminto Schistosoma ia~onicum. 
MAPEO Y CLONADO DEL GEN DE LA CFBPasa DE TRIG0 
Con el fin de expresar la CFBPasa de trigo en 
bacterias, el cDNA correspondiente fue caracterizado con 
endonucleasas de restriccion y clonado en el vector de 
expresion pGEX-1. El vector pGEX contiene (i) el promotor 
Tac, seguido por la secuencia completa de la GST en la que 
el codon de terrninacion normal ha sido reemplazado por un 
"polilinkern que contiene 10s sitios de restriccion para las 
enzimas BamHI, SmaI y EcoRI, seguido por un codon de 
terrninacion, (ii) el gen que codifica para la B-lactamasa 
(ApR), (iii) el alelo lacIQ del represor del operon Lac, 
(iv) parte del gen LacZ. Este vector dirige la sintesis de 
polipeptidos foraneos fusionados con la GST (SJ26) del 
helminto Schistosoma iaponicum. Las proteinas quimericas 
generadas pueden ser purificadas por cromatografia de 
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afinidad utilizando glutation inmovilizado sobre agarosa 
(Smith and Johnson, 1988). 
En general las CFBPasas (peso molecular c.a 160000) son 
enzimas constituidas por cuatro subunidades identicas. El 
cDNA, que codifica a la enzima de trigo, sintetizado a 
partir del ARN mensajero de hojas (Raines et al., 1988), 
contiene un marco de lectura abierto de 1230 bp que codifica 
para una proteina de 409 aminoacidos (figura 11). La 
secuencia aminoacidica esta constituida por el peptido 
transito (51 residues) y la proteina madura (358 
aminoacidos). La masa molecular estimada de la subunidad 
madura es de 39,778 Da. 
El patron de bandas de restriccion obtenido a partir 
del plasmido Bluescript que incluye a1 gen de la CFBPasa se 
muestra en la figura 12a. Las enzimas de restriccion 
utilizadas fueron seleccionadas sobre la secuencia 
nucleotidica del cDNA mediante el programa de computacion 
DNASIS. La digestion parcial del cDNA genero un fragmento 
EcoRI-EcoRI de aproximadamente 1.2 kbp mientras que la 
digestion con EcoRI/XhoI produjo dos bandas de 0.5 y 0.6 kbp 
(figura 12a). La incorporation de la enzima de restriccion 
KpnI a esta ultima reaccidn removio el fragmento de 0.6 kbp, 
generando en su lugar dos bandas nuevas de movilidad cercana 
a 0.3 kbp. La aparicion de estas dos iiltimas bandas de menor 
tamafio permitio elaborar el mapa de la figura 12b, e indica 
que el fragmento XhoI-EcoRI que incluye a1 sitio KpnI en 
este clon esta completo (0.6 kbp). En cambio el fragmento 
EcoRI-XhoI correspondiente a1 extremo 5 '  del clon esta 
incomplete ya que no posee 796 bp indicadas por la secuencia 
nucleotidica de la figura 11. De estos resultados se 
desprende que el clon carece de una parte de la secuencia 5' 
del gen que incluye a1 peptido transito y a un fragmento N- 
terminal de la proteina madura. El fragmento EcoRI-EcoRI de 
1200 bp correspondiente a1 cDNA del gen de la CFBPasa de 
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'trigo fue insertado en el sitio EcoRI del vector pGEX-1 
generandose un nuevo plasmido: el pKH1. 
CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS RECOMBINANTES 
La cepa de E. coli DH5a F'IQ fue transformada por 
electroporacion con el product0 de la ligacion entre el 
vector pGEX-1 y el gen de la CFBPasa. Las bacterias 
recombinantes fueron caracterizadas por mapeo de restriccion 
a fin de seleccionar las que contenian a1 gen en la 
orientacion adecuada para su expresion como fusion con la 
GST. Segun el mapa de la figura 12b, la digestion con BamHI 
y XhoI del plasmido recombinante conteniendo a1 insert0 en 
la direction 5'-->3', generaria un fragmento de 560 pb. Si 
la insertion fuese 3/-->5' generaria uno de 610 pb. Estos 
fragmentos son facilmente identificables en un gel de 
agarosa 1.6 % tal como se ve en la figura 13. Solamente el 
fragmento de 1.2 kb insertado en la orientacion 5'-->3/ 
fusiona su extremo N-terminal con la GST. Los clones 
positives analizados por restriccion, presentaron el 
fragmento BamHI-XhoI de 560 pb. Congruente con estos 
resultados, 10s mismos clones fueron inmunoreactivos con 10s 
anticuerpos policlonales contra la CFBPasa de espinaca. 
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F igura 11. Secuencia nucleotidica del gen de la CFBPasa de trigo. La 
secuencia aminoacidica se dedujo a partir dicho gen. La numeration 
corresponde a 10s nucldotidos (Raines et al., 1988). 
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Figura 12. ( A )  Electroforesis en gel de agarosa 1.6% de 10s productos de 
digestion enzimdtica del plasmido Bluescript (2.9 kbp) que contiene a1 
cDNA de la CFBPasa de trigo (1.2 kbp). E: EcoRI, X: XhoI, K: KpnI. M: PM 
estandar. (8) Mapa del plasmido pKH1. Se muestran 10s sitios 6nicos de 
restriccion para EcoRI y KpnI. 
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1.6% de 10s productos de 
digestion enzimatica del plasmido pKHl conteniendo a1 gen de la CFBPasa 
en ambas orientaciones posibles. E: EcoRI, B: BamHI, X: XhoI. a, 1, 2, 
3, m, 11: colonias recombinantes. 
SECUENCIACION PARCIAL DEL EXTREMO 5' DEL GEN QUE CODIFICA A 
LA CFBPasa FUSIONADO AL GEN DE LA GST. 
El analisis por restriccion del cDNA de la CFBPasa 
revel6 la ausencia de una parte de la secuencia del extremo 
5' del gen. Con la finalidad de conocer con exactitud el 
numero de bases faltantes y por lo tanto la identidad de 10s 
aminoacidos ausentes, se procedio a secuenciar parte del gen 
de la enzima cloroplastica fusionado a1 gen de la GST. 
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El plasmido pKHl fue purificado a partir de las 
bacterias E. coli transformadas. El extremo 5' del gen de 
la CFBPasa clonado en la orientacion 5'-->3' en el plasmido 
pGEX-1, fue secuenciado por el metodo de Sanger utilizando 
como l1primerIa un oligonucleotide que se extiende desde la 
base 609 hasta la base 623 de la secuencia de la GST 
codificada por el vector. La secuencia obtenida (Figura 14) 
indica que el gen de la CFBPasa de trigo clonado en pGEX-1 
carece de la totalidad del peptido sedal y de las 60 bp que 
corresponden a 10s 20 aminoacidos del extremo N-terminal de 
la proteina madura. La proteina codificada tiene 340 
aminoacidos (PM 38 kDa), extendiendose desde el numero 71 
hasta el 409 (ver figura 11) segun la numeracidn 
correspondiente a la proteina que incluye a1 peptido sedal. 
GST 
-
BamHI EcoRI 283 
5'-AC CAT CCT CCA AAA TCG GAT CCC CGG GAA TTC GGC TAC GAC 
D H P P K S D P R E F G Y D  
ATG ATC ACG CTG ACG ACG TGG CTG. ..-3' 
M I T L T T W L  
Figura 14. Secuencia nucleotidica parcial del extremo 5' del gen de la 
CFBPasa contenida en el sitio EcoRI del plasmido pKH1. La secuencia de 
la CFBPasa comienza en el aminoacido $71 del precursor [tirosina ( Y ) ]  
que es codificado por el codon que comienza en la base #283. 
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Frecuentemente las proteinas eucarioticas producidas en 
microorganismos (Marston, 1986; Bowden, Paredes and 
Georgiou, 1991; Mitraki and King, 1989) generan cuerpos de 
inclusion, en 10s que la estructura de la proteina varia 
desde estados nativos hasta estados totalmente 
desnaturalizados (Marston, 1986; Mitraki and King, 1989; 
Hartley and Kane, 1988; Schein, 1989; Friguet, Djavadi- 
Ohaniance and Goldberg, 1989). F'avorece esta situation la 
formation incorrecta de 10s puentes disulfuro que 
interfieren con la conformation final nativa y estable 
(Schein, 1989; Creigthon, 1977). La expresion &el 
polipeptido compuesto por la GST y la CFBPasa (65 kDa) se 
indujo en las bacterias recombinantes con 0.1 mM IPTG. Su 
sobreexpresion genero cuerpos de inclusion en el interior de 
la celula bacteriana visibles a1 microscopio optic0 coma 
corpusculos oscuros localizados en ambos polos de la celula 
(figura 15). 
PURIFICACION DE LA GST-CFBPasa 
Las bacterias fueron lisadas por sonicacion o con una 
French Press y el contenido proteico de las fracciones 
solubles (sobrenadante) e insolubles (pellet) fue analizado 
por SDS-PAGE. De acuerdo con la observacion microscopica la 
proteina de fusion particiono mayoritariamente en forma 
insoluble (ca go%), como cuerpos de inclusion y en menor 
grado como proteina soluble (ca 10%) (figura 16). A su vez 
La proteina de fusion soluble represento un 8-10% de las 
proteinas solubles de E. coli (Figura 17). 
El tratamiento de 10s cuerpos de inclusion con 
detergentes o agentes caotropicos ha permitido en varias 
ocasiones la solubilizacion del contenido proteico (Bowden, 
Paredes and Georgiou, 1991). Por ello, 10s cuerpos de 
inclusion conteniendo a la GST-CFBPasa fueron incubados 
RESULTADOS Y DISCUSION 
sucesivamente con lisozima, desoxicolato de sodio y Triton 
X-100 segun el esquema de la figura 18a. Dado que la mayor 
parte de la proteina de fusion GST-CFBPasa aun permanecia 
en la fraccion particulada, 10s cuerpos de inclusion fueron 
resuspendidos a pH 12 en una solucion de urea 6 M y DTT 5 
mM. A1 remover el exceso de urea y llevar el pH a 7.9, la 
fraccion soluble contenia la mayor parte de la proteina de 
fusion (cf. figura 26). Si bien una fraccion de esta forma 
solubilizada interacciond con columnas de glutation-agarosa 
y eluyo especificamente con glutation reducido, la mayor 
proporcion no fue retenida por la coluna. 
Figura 15. Formation de cuerpos de inclusion en celulas de 
E. coli transformadas con pKH1. 
a) Celulas inducidas con IPTG. 
b) Celulas control. 
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Figura 16. SDS-PAGE (11%). Proteinas, extraidas por sonicacion, de un 
cultivo de E. coli inducido con IPTG. 
1) Proteinas solubles del cultivo transformado con pGEX-1. 
2) Proteinas totales del cultivo transformado con pGEX-1. 
3) Control sin inducir. Proteinas totales del cultivo 
transformado con pGEX-I. 
4) Proteinas totales del cultivo transformado con pKH1. 
5) Proteinas solubles del cultivo transformado con pKH1. 
6) Cuerpos de inclusion del cultivo transformado con pKH1. 
7) M: Std. PM. 
Figura 17. SDS-PAGE (11%). 
Proteinas solubles del cultivo 
transformado con pKH1, extraidas 
por sonicacion. 
(1) 4 horas de induction con 
IPTG. 
(2) Sin inducir. 
RESULTADOS Y DISCUSION 
Esquema de Purificacion de 1 CuerDos de Inclusion en E. coli 
celulas 
I French Press 
P 
precipi tad0 sobrenadan te 
1 Lisozima 
1 Desoxicolato de Sodio 1 Triton X-100 
I I Cuerpos de Inclusion 
Figura 18. 
A) Esquema de purificacion de Cuerpos de Inclusion. 
B) SDS-PAGE (11%) de la proteina de fusion 
purif icada como Cuerpo de Inclusion. 
Por otra parte, la proteina de fusion presente en 
10s sobrenadantes de 10s extractos bacterianos fue 
purificada mediante cromatografia de afinidad en una columna 
de glutation-agarosa (Simmons and Vander Jagt, 1977; Smith 
et al., 1986; Smith and Johnson, 1988), obteniendose 1,s-2 
mg de proteina pura por litro de cultivo (figura 19). La 
gran afinidad por el glutation inmovilizado de la enzima 
inicialmente soluble respecto a la resolubilizada sugiere 
que el drastic0 desplegamiento y replegamiento de la GST- 
CFBPasa altera la conformacion del dominio GST modificando 
su afinidad por el sustrato inmovilizado. 
Los anticuerpos policlonales preparados contra la 
enzima de hojas de espinaca fueron utilizados para detectar 
10s clones positives de la genoteca de cDNA de hojas de 
trig0 (Raines et al., 1988). Por ello la proteina de fusion 
fue identificada con dicho anticuerpo, tanto en las 
diferentes fracciones crudas (figura 20a) como en las 
fracciones purificadas (figura 20b). En este contexto, las 
bandas positivas de menor tamafio corresponderian a 10s 
productos de degradacion que contienen la porcion CFBPasa. 
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GSH 
NUMERO DE FRACCION 
Figura 19. ( A )  Cromatografia en columna de glutation-agarosa de la 
fraccidn soluble que contiene la GST-CFBPasa. La fraccidn soluble del 
lisado bacteriano (40 mg) fue cromatografiada en una columna de 
glutat ion-agarosa (1 x 5 cm) segun se describe en Materiales y Metodos y 
la presencia de proteina fue est imada por f luorescencia (exci tacion 280 
nm). GSH: Glutation reducido. (B) SDS-PAGE (11%) de la GST-CFBPasa 
purificada por afinidad. Una alicuota de la fraccion que eluyo 
especificamente con glutation reducido 5 mM (15 pg de proteina) y otra 
de la fraccion numero 11 fueron sometidas a SDS-PAGE. 
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Figura 20a. Analisis por Inmunoblot de las proteinas de E. coli. Las 
proteinas (2 pg) fueron sometidas a SDS-PAGE. Para la deteccion en el 
Western Blot, la dilucion del Ab (anti-CFBPasa de espinaca) fue 1/600 en 
tanto que el segundo Ab fue IgG de cabra anticonejo unido a peroxidasa. 
Carriles a, b: extractos totales de celulas no inducidas, transformadas 
con pGEX-1 y pKHl respectivamente. Carriles c, d y e: proteinas 
solubles, totales e insolubles respect ivamente, de celulas transformadas 
con pKHl e inducidas con IPTG. Carril f: preparacion homogenea de 
CFBPasa de esp i naca. 
2 
.... , 
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Figura 20b. Western Blot de la GST-CFBPasa purificada por cromatografia 
de afinidad en glutation-agarosa tal como en la fig. 19a. Se utilizo un 
Abpoliclonal anti-CFBPasa de espinaca en una dilucion 1./300. 2-4: Numero 
de fracci6n. 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA GENERACION DE CUERPOS DE 
INCLUSION 
La temperatura es uno de 10s factores f isicos que 
influyen sobre la formacion de inclusiones citoplasmaticas 
dentro de la celula (Schein, 1989). Para estudiar si este 
factor altera la distribucidn de la GST-CFBPasa entre 10s 
cuerpos de inclusion y la fraccion soluble, las proteinas 
provenientes de 10s cultivos inducidos a 2 8 " ~  y a 37Oc se 
analizaron por SDS-PAGE. En arnbos casos la mayor proporcion 
de la GST-CFBPasa se encontr6 como inclusiones insolubles 
(figura 21 (lineas 3 y 6)). Aparentemente, la temperatura 
no perturba la formacion de 10s cuerpos de inclusion que 
contienen la GST-CFBPasa. 
COEXPRESION DE LAS CHAPERONINAS DE Chromatium vinosum CON LA 
GST-CFBPasa 
La familia de proteinas conocidas como chaperoninas, 
presente en las eubacterias y en las organelas eucarioticas, 
promueve el ensamblado correct0 de las estructuras celulares 
macromoleculares (Ellis, 1990; Zeilstra-Ryalls and 
Georopoulos, 1991). Los genes groE forman parte del regulon 
de proteinas de estres (Heat Shock) en todas la eubacterias 
analizadas y su sobreexpresion disminuye la propension a 
formar cuerpos de inclusion (Hockney, 1994; Blum et a1 
1992). En particular, la sobreexpresion en E. coli de 10s 
genes groES y groEL de Chromatium vinosum facilito el 
ensamblado de 10s productos genicos correspondientes a la 
Rubisco de bacterias fototrdficas (Ferreyra et al., 1993). 
Sobre la base de estos resultados analizamos si la 
sobreexpresion de 10s genes aroE de C. vinosum modificaba el 
estado de la proteina de fusion expresada en E. coli. 
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Figura 21. Analisis de las proteinas te E. coli transformadas con pKH1. 
Las bacterias fueron cultivadas a 37 C hastaoalcanzar A 50=O.6. Luego, 
la induction con IPTG fue realizada a 28 C y a 3 7 C. Alicuotas 
comparables de 10s lisados (100 b1) fueron analizadas por SDS-PAGE 
(11%). Carriles 1 y 4: proteinas totales, Carriles 2 y 5: proteinas 
solubles, Carriles 3 y 6: proteinas insolubles (4 p1) (cuerpos de 
inclusion). 
La cepa de E. coli que contenia el plasmido pKHl fue 
transformada por electroporacion con el plasmido pACYC184, 
en el cual un fragment0 de 4 kbp en el sitio SalI (pCRF51) 
contenia 10s genes codificantes para uroES y aroEL de 
Chromatium vinosum. Luego de seleccionar las bacterias que 
llevaban ambos pl6smidos por su resistencia a cloranfenicol 
y ampicilina (figura 22), las proteinas inducidas con 0.1 mM 
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IPTG fueron analizadas mediante SDS-PAGE. En la figura 23a 
se observa que la proteina inducible con IPTG (cf lineas 1 y 
2) aparecio en la fraccion proteica insoluble (linea 5). En 
la cepa de E. coli que contenia ambos plasmidos (fig.23b), 
la banda de 59 kDa evidencio la presencia de la proteina 
GROEL (cf lineas 1-6). Esta proteina era flconstitutivaff y 
soluble (cf lineas 3 y 5). Ademas el andlisis en geles de 
SDS-PAGE (Tricina), que resuelven mejor las proteinas de 
bajo PM, reveld la presencia de GROES (10 kDa) (figura 24b; 
cf lineas 1-4 con 5 y 6). 
A pesar de la sobreexpresion de las chaperoninas la 
GST-CFBPasa estuvo asociada a 10s cuerpos de inclusion. 
Consistente con este resultado, la presencia o ausencia de 
las chaperoninas no modifico la actividad CFBPasa de 10s 
lisados de E. coli (figura 25). Los genes aroE de C. vinosuq 
presentan niveles de homologia remarcables con la 
contraparte de varias eubacterias y organelas eucarioticas 
(Ferreyra et al., 1993). Si bien sus productos participan en 
el ensamblado de la Rubisco de diversas bacterias 
fototrdficas, no fueron efectivos en aumentar la 
proporcion de la GST-CFBPasa en la fase soluble. 
Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% del DNA plasmidico de 
1. co1 i transformadas con pKHl (6.1 kbp) y pCRF51 (8.2 kbp). Estas 
doble transformantes fueron resistentes a ampicilina y a cloranfenicol. 
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Figura 23. Analisis por SDS-PAGE (11%) de las proteinas de E. c o l i  
transformadas con (A) pKHl y (B) pKHl y pCRF51. 
Carriles: I: proteinas totales, inducidas con IPTG. 2: proteinas totales 
sin inducir. 3: proteinas solubles, inducidas con IPTG. 4: proteinas 
solubles sin inducir. 5: proteinas insolubles, inducidas con IPTG. 6: 
proteinas insolubles sin inducir. 
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Figura 24. Analisis por SDS-PAGE (Tricina) (11%) de las proteinas de 
coli transformadas con (A) pKHl y (B) pKHl y pCRF51. 
-
Carriles: 1: proteinas totales, inducidas con IPTG. 2: proteinas totales 
sin inducir. 3: proteinas solubles, inducidas con IPTG. 4: proteinas 
solubles sin inducir. 5: proteinas insolubles, inducidas con IPTG. 6: 
proteinas insolubles sin inducir. 
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Figura 25. Actividad CFBPasa de 10s 1 isados de E. col i transformadas con 
(a) pKHl (GST-CFBPasa), (b) pKHl (GST-CFBtasa) y pCRF51 (a). Los 
cultivos bacterianos fueron crecidos a 37 C hasta A6s0=0.6. Luego se 
indujo la expresion de la GST-CFBPasa con IPTG, durante 3 horas. La 
expresion de GroES (59 kDa) y GroEL (10 kDa) fue constitutiva. 
La actividad CFBPasa se determino sobre alicuotas de 10s lisados 
en presencia de DTT 5 mM y altas concentraciones de FBP y M ~ ~ ~ ,  segun se 
especif ica en Materiales y Metodos. Lisados bacterianos sin inducir, con 
uno u ambos pldsmidos fueron incluidos como control en todas las 
determinaciones. 
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REACTIVACION DE LA ACTIVIDAD CFBPasa A PARTIR DE LOS CUERPOS 
DE INCLUSION 
Un metodo usual para convertir las proteinas de 10s 
cuerpos de inclusi6n a su forma funcional es la 
solubilizacion con desnaturalizantes fuertes (cloruro de 
guanidina, urea) y la posterior elimination del perturbante. 
El pH, la temperatura, el entorno ionico y la concentracion 
de proteinas son importantes factores en la elaboration del 
protocolo de renaturalizacion para obtener actividad 
biologics (Esquema I) (Marston, 1986; Jaenicke and Rudolph, 
1989). 
Celulas 
/ Cuerpos de inclusion 1 
Solu bilizacion y 
Desnaturalizacion 
Renaturalizacion 
Enzima Nativa lnactiva 
L~nzima Activa I 
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A) Efecto de diferentes ~erturbantes ~roteicos sobre la 
recu~eracion de la actividad catalitica de la GST-CFBPasa. 
Con la intention de solubilizar la GST-CFBPasa, 10s 
cuerpos de inclusion fueron resuspendidos por una hora a pH 
12 y a 37-c en presencia de diferentes desnaturalizantes y 
luego dializados a pH 7.9 para remover 10s perturbantes 
proteicos. La urea y el cloruro de guanidina fueron 
funcionales en el proceso de solubilizacion, en tanto que el 
octil-glucosido y el desoxicolato de sodio fueron 
inefectivos (figura 26). Paralelamente la actividad CFBPasa 
de la proteina solubilizada fue analizada a altas 
concentraciones de FBP y M ~ ~ +  en presencia de DTT 10 mM 
(tabla I). Nuevamente, la urea y el cloruro de guanidina 
fueron mas efectivos en la recuperacion de la actividad 
enzimatica de la proteina de fusion contenida en 10s cuerpos 
de inclusion. Experimentos preliminares mostraron que este 
proceso requiere estrictamente DTT durante la solubilizacion 
y la activation de la enzima. Por ello en 10s experimentos 
posteriores se incluyo 5-10 mM DTT durante ambos procesos. 
Ademas, se agrego glicerol 10% para estabilizar la actividad 
catalitica durante el almacenamiento de GST-CFBPasa . 
La actividad CFBPasa de 10s cuerpos de inclusion (0,07 
U/mg) fue 30 veces inferior a la actividad CFBPasa de la 
enzima renaturalizada (1.5-2.5 U/mg. prot.). Este ultimo 
valor fue similar a la actividad CFBPasa de la GST-CFBPasa 
soluble purificada por columnas de Glutation-agarosa (1.5 
U/mg.prot.), per0 fue inferior a las actividades 
especificas observadas con las contrapartes purificadas de 
hojas de espinaca y colza (40-50 U/mg. prot.). Si bien las 
enzimas nativas de hojas son 30 veces mas activa, debe 
tenerse en cuenta que la enzima recornbinante es una proteina 
de fusion cuya estructura primaria difiere de la 
contraparte foliar. 
acidos 
A fin de caracterizar y descartar la presencia de 
nucleicos contaminantes, la GST-CFBPasa 
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renaturalizada fue analizada espectrofotometricamente. La 
figura 27 muestra el espectro de absorcion de la enzima 
solubilizada por urea 6 M, y la cuarta derivada 
correspondiente. E l  espectro de absorbancia de la enzima 
solubilizada con urea 6 M posee un maximo ca. 280 nm cuya 
relacion respecto a 260 nm (A280/A26~1.48) indica un 
contenido de acidos nucleicos menor del 0.5%. Ademas, 10s 
picos a 284 nm y a 292 nm en la cuarta derivada del 
espectro, caracteristicos de 10s residuos tirosina y 
triptofanos, evidencian una alta proporci6n proteica. 
TABLA 1 
DESNATURALIZACION Y RENATURALIZACION DE LA CFBPasa 
1 1  AGENTE DESNATURALIZANTE / RELATIVA (% 1 I I 
UREA 6M 
Na2C03 0,5M HCI d e  GUANlDlNA 5M 
I 
DTT 5mM 
EGTA 1mM 
N-OCTIL-B-D-GLUCO- 
PlRANOSlDO 30 mM 1 3  
DESOXICOLATO d e  
SOD10 1% 
I I 
I 
TRIS-HCI 30mM I 
Los Cuerpos de I n c l u s i 6 n  fueron (a)  incubados durante 1.5 horas a 37-c 
en 0.4 M Na Co3 (pH 12) conteniendo 5 mM DTT, 1 mM EDTA y el  per turbante  
indicado, ( 6 ) d ia l i zados  dos veces durante 16 horas cont ra  b u f f e r  T r i s -  
HC130 mM (pH 7.9) ,  0.02 mM EDTA, 2 mM MgC12, 0.04% ( v / v )  2- 
mercaptoetanol y ( c )  cent r i fugados durante 10 minutos a 10000xg. La 
actividad CFBPasa se determino como se explica en Materiales 
y Metodos. Control: 1.8 U/mg. prot. 
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a b z d  e 
Figura 26. Efecto de 10s perturbantes sobre la fraccion insoluble 
de 10s 1 isados de E col i. Los Cuerpos de Inclusion fueron tratados como 
se explica en la leyenda de la TABLA 1. El sobrenadante clarif icado se 
sometio a SDS-PAGE. Durante el proceso de desnatural izacion 
("unfolding") la GST-CFBPasa fue incubada a a pH8 (carril f) o a pH 12 
sin agregados (carril a), o en presencia de: urea 6 M (carril b )  , 
cloruro de guanidina (carril c), 30 mM octil-0-D-glucosido (carril d) o 
1% (p/v)  desoxicolato de sodio (carril e). 
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Figura 27. Espectro de Absorcion de la GST-CFBPasa solubil izada en urea 
6M ( - )  y su cuarta derivada (. . .) .  
B) Efecto del ditiotreitol sobre la actividad CFBPasa 
de la GST-CFBPasa. 
Si bien altas concentraciones de DTT (10 mM) en 
incubaciones prolongadas (24 horas) estimulan la actividad 
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de la CFBPasa de espinaca, menores concentraciones son 
requeridas en presencia de un azucar bisfosfato, un cation 
bivalente y la Trx-f (Zimmermann et al., 1976; Hertig and 
Wolosiuk, 1983; Schurmann and Wolosiuk, 1978). Otros 
ditioles (glicol dimercaptoacetato, glicol 
dimercaptopropionato, 2,3-dimercaptopropanol) tambien 
estimulan la actividad enzimatica en tanto 10s monotioles 
son menos efectivos (Corley and Wolosiuk, 1985). Estos 
resultados condujeron a ensayar la accion de 10s tioles 
sobre la proteina quimerica. Luego de solubilizar la GST- 
CFBPasa, la incubacion en presencia de DTT (5 mM) increment6 
la actividad catalitica cuatro veces (figura 28). Ademas, 
la enzima que fuera inactivada por oxidation a1 aire 
recupero su actividad original luego de incubarla con 5 mM 
DTT durante 2 horas. En cambio a una concentracion de 20 
mM, 10s monotioles (dietilaminoetanetiol, tioglicolato, 0- 
mercaptoetanol) no superaron el 20% de la activacion 
obtenida con DTT. Los estudios paralelos realizados en el 
laboratorio mostraron que (1) la accion concertada del ca2+ 
y del FBP aumento 20% la activacion mediada por DTT y (2) 
extractos de cloroplastos de espinaca enriquecidos en 
tiorredoxina estimularon la activacion de la CFBPasa de 
trigo contenida en la proteina de fusion. 
Estos resultados indican que 10s factores implicados en 
el proceso de activacion de las formas nativas de la CFBPasa 
contribuyen a la recuperacion de la actividad catalitica en 
la proteinas de fusion (Hertig and Wolosiuk, 1980, 1983; 
Corley and Wolosiuk, 1985; Stein and Wolosiuk, 1987; Prat 
Gay et al., 1991) - 
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Tiempo (minutos) 
Figura 28. Efecto del DTT sobre la actividad CFBPasa. La 
GST-CFBPasa renaturalizada (100 pg/ml) fue preincubada con 
Tris-HC1 30 mM pH 7.9, en presencia de 5 mM DTT (23'~). 
Alicuotas (2 pg) fueron extraidas a 10s tiempos indicados y 
la actividad enzimatica se midi6 a altas concentraciones de 
FBP y M ~ ~ +  en presencia de 5 mM DTT durante 20 minutos 
(V=0.2 ml). El DTT que acompafi6 a la enzima en la inyeccion 
(500 pM), no ejercio un efecto activador sobre la catalisis. 
C) Caracteristicas cataliticas de la ~roteina de fusion 
La GST-CFBPasa solubilizada a pH 7.9 con urea 6 M y DTT 
5 mM, fue dializada contra 30 mM Tris-HC1 pH'7.9 e incubada 
durante una hora con DTT 5 mM. A fin de caracterizar la 
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especificidad catalitica Y descartar fosfatasas 
inespecificas, la catalisis se ensayo en presencia de DTT 5 
RIM, MgC12 10 mM, EGTA 0.05 mM y diferentes compuestos 
fosforilados (2.5 a), (fosfoenol piruvato, glucosa 6- 
fosfato, fructosa 6-fosfato, sedoheptulosa 1,7-bisfosfato, 
ribclosa 1,5-bisfosfato, adenosina difosfato, fructosa 1,6- 
bisfosfato, acido fosfoglic6ric0, ribosa 5-fosfato). Tomando 
la actividad en presencia de fructosa 1,6-bisfosfato como 
100% solamente la hidrblisis de sedoheptulosa-1,7- 
bisfosfatasa alcanzo 23%, en tanto que 10s demas compuestos 
fosforilados ensayados no fueron sustratos alternativos para 
la enzima reactivada. Por otra parte, 22pM de Ca2+-y 32pM 
ca2+ inhibio un 50% la actividad catalitica en presencia de 
ba jas y altas concentraciones de M ~ ~ + ,  respectivament'e. 
Cualitativamente estos resultados son similares a 10s 
observados con la actividad catalitica de la CFBPasa de 
espinaca (Hertig and Wolosiuk, 1983). 
D) Efecto de otros moduladores sobre la actividad catalitica 
de la nroteina de fusion 
Estudios previos mostraron que 10s cosolventes y 10s 
aniones caotropicos reemplazan a la tiorredoxina en la 
estimulacion de la activacion enzimatica (Stein and 
Wolosiuk, 1987). Para establecer si estos perturbantes 
proteicos ejercian un efecto similar sobre la proteina de 
fusion, la enzima solubilizada se incubo en presencia de DTT 
(5 mM) , FBP (2.5 mM) , ca2+ (0.4 mM) y 2-propanol 15% y luego 
se midi6 su actividad. A diferencia de la CFBPasa de 
espinaca (Corley and Wolosiuk, 1985), el 2-propanol inactiva 
a la GST-CFBPasa (figura 29). Una concentracion de 3.5% de 
2-propanol durante la fase de activacion inhibio el 50% de 
la actividad enzimatica. Congruente con la separation 
experimental de las fases de activacion y catalisis, una 
concentracion menor de 2-propanol (1.5%) durante el ensayo 
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de actividad produjo una inhibicion similar (datos no 
mostrados). La inhibicion fue total cuando ademas de 2- 
propanol durante la activacidn (IS%), se midi6 la catalisis 
en presencia del cosolvente (1.5%) (cf. figura 29). 
Por otra parte, 0.15 M NaTCA no modifico la actividad 
CFBPasa de la proteina quimerica (figura 30). A la 
concentracion que potencia 10 veces la actividad de la 
enzima de espinaca (Stein and Wolosiuk, 1987), el anion 
caotropico fue inefectivo y pasados 10s 30 minutos de 
incubation comenzo su efecto desnnturalizante. En este 
aspect0 la GST-CFBPasa contrasts con la CFBPasa de trigo 
(cf. fig. 44) cuya actividad es estimulada por el NaTCA. 
En 10s estudios descritos, la GST-CFBPasa recupero la 
actividad catalitica luego de remover por dialisis 10s 
perturbantes proteicos. Con el objetivo de disponer otras 
alternativas para el analisis de la recuperacion de la 
actividad enzimatica se ensayaron otras estrategias (Esquema 
11). Los cuerpos de inclusion fueron tratados con urea 6 M 
en presencia de DTT 5 mM, y luego sometidos a dilucion o a 
filtration molecular para disminuir la concentracion de 10s 
perturbantes. 
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Figura 29. Efecto del 2-Propanol sobre la GST-CFBPasa. La proteina.de 
fusi6n GST-CFBPasa renatural izada (6 pg) fue incubada durante 10s 
tiempos indicados, en 50 mM --Tris-HC1 (pH 7.9) conteniendo 5 mM DTT, 2:5 
mM FBP, 0.2 mM CaC12 y 2-propanol 15% (v/v) (V=0.1 ml). La actividad 
CFBPasa de las a1 icuotas (1 -2 pg) fue ensayada dura te 30 minutos a 2 3 ' ~  
en presencia de ba jas concentraciones de FBP y Mget (1 mM de cada uno) 
(V~0.2 m71. Actividad maxima- 1.8 U/mg prot. 
100- 
h 
ao- 
9 
.- 
- 
NaTCA (1 50 rnM) 
.- 
> 
0 10 20 30 40 50 60 70 
Tiempo (rnin.) 
~ i ~ u r a  30. Efecto del NaTCA sobre la GST-CFBPasa. La proteina de fusi6n 
renaturalizada (7 pg) fue incubada durante 10s tiempos indicados, en 50 
mM Tris-HC1 (pH 7.9) conteniendo 5 mM DTT, 2.5 mM FBP, 0.4 mM CaC12 y 
0.15 M NaTCA (V~0.1 m!). La actividad catalitica de las alicuotas (1.4 
pg) fue ensayada a 23 C dur nte 20 minutos, en presencia de bajas 
concentraciones de FBP y Mgft (1 mM de cada uno) y NaTCA 15 mM (V=0.2 
ml). Actividad maxima=2 U/mg prot. 
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ESQUEMA I1 
I- SOBRENADANTE 
PRECIPITADO 
1. Tris HC1 50 mM, pH 7.91 DTT 5 mM/ urea 6 M 
2. 1-2 horas a 37°C. 
3. centrifugacion 10000 xg 
I- PRECIPITADO + 
SOBRENADANTE 0
dialisis dilucion 11100 filtracion y dilucion 1/10 
A) Recu~eracion de la actividad CFBPasa de la oroteina 
auimerica mediante la dilucion del ~erturbante ~roteico. 
La dilucion es una estrategia que presenta ventajas 
respecto de la dialisis en el estudio de 10s cambios 
conformacionales ocurridos en la proteina durante el 
fenomeno de renaturalizacion. Permite usar determinados 
moduladores, efectores y anticuerpos en las soluciones de 
dilucion para evidenciar 10s cambios estructurales que 
ocurren durante la renaturalizacion y recuperacion de la 
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actividad enzimatica. Simultdneamente facilita el empleo de 
tecnicas espectrometricas para estudiar la cinetica del 
f enomeno . 
A. 11 Efecto del DTT . FBP v caa. 
Los cuerpos de inclusion fueron (I) resuspendidos en 
urea 6 M y DTT 5 mM, (2) incubados durante 1 hora a 3 7 ' ~  y
(3) centrifugados. El sobrenadante fue diluido 100 veces en 
Tris HC1 30 mM (pH 7.9) a OOC, y a1 cab0 de 20 horas se 
ensayo la actividad CFBPasa en presencia y ausencia de DTT. 
La figura 31 muestra que la actividad GST-CFBPasa no supero 
las 0.3 U/mg. prot. y se detect6 unicamente en presencia del 
reductor. Sobre esta base, y teniendo en cuenta 10s 
resultados previos que indicaban actividades especificas 
superiores obtenidos en 10s experimentos de dialisis (1.5-2 
U/mg), 10s ensayos de renaturalizacion y las determinaciones 
de actividad posteriores se realizaron en presencia de DTT 
5-10 mM. 
Experimentos realizados en el laboratorio con la 
CFBPasa de cloroplastos de espinaca mostraron que el FBP y 
el ca2+ modulan positivamente la actividad de la enzima de 
espinaca (Hertig and Wolosiuk, 1983) e impiden la perdida de 
actividad originada por la alteration de las interacciones 
no covalentes (Ballicora and Wolosiuk, 1994). Con el fin de 
determinar el efecto de 10s moduladores [el ca2+, el FBP y 
el DTT] (Hertig and Wolosiuk, 1980, 1983) sobre la 
funcionalidad de la GST-CFBPasa, la preparacion tratada con 
urea y DTT, fue diluida en soluciones conteniendo: a) DTT; 
4) FBP y ca2+; y c) FBP, ca2+ y DTT (figura 32). La 
presencia constante del reductor durante el ensayo de 
renaturalizacion (dilucion) aumento la actividad enzimatica. 
Por otra parte, el FBP y el ca2+ ejercieron inicialmente 
efecto potenciador per0 decay6 luego de 6 horas post- 
dilucion. Como la ausencia del reductor tambien presenta un 
~erfil similar es posible que ciertos grupos -SH esenciales 
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para la actividad catalitica fueran oxidados en las 6 horas 
post-dilution. En cambio la combinacion de 10s tres 
moduladores favorece sinergicamente la recuperacion de la 
funcionalidad y estabilidad de la enzima. Estos resultados 
confirman la importancia del DTT y del efecto positivo que 
10s azucares bisfosfato y metales bivalentes ejercen sobre 
la estabilidad funcional de las CFBPasas cloroplasticas. 
20 hs. 
Figura 31. Recuperacion de la actividad CFBPasa por dilucion de la 
proteina de fusion desnatural izada. La preparacion de cuerpos de 
inclusion se resuspendid en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9, en presencia de urea 
6 M y DTT 5 mM. Luego de 1 hora de incubacion a 37 C con agitacion 
suave, se centrifugo y el sobrenadante se diluyo 100 veces en Tris-HC1 
30 mM, pH 7.9 a 0 C. A 1  cab0 de 20 horas se determino la activid d 
CFBPasa en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9 y altas concentraciones de FBP y Mg h+ 
(2.5 mM y 10 mM respectivamente), en presencia o ausencia de DTT 5 mM 
(V=0.2 ml). Actividad mixima= 0.3 U/mg. prot. 
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Figura 32. Efecto de DTT, FBP y ~ a 2 +  en la reactivacion de la CFBPasa. 
La preparacion de cuerpos de inclusion se resuspendio en Tris-HC1 30 mM, 
pH 7.9, en pres~ncia de urea 6 M y DTT 5 mM. Luego de 1 hora de 
incubacion a 37 C con agitacion suave, se centrifugo y el sobrenadante 
se diluyo 70 veces en buffer Tris-HC1 30 mM (pH 7.9) conteniendo, 
cuando se especif ica, DTT 5 mM, FBP I mM y CaC12 0.1 mM. Se determino la 
actividad CFBPasa a 10s tiempos indicados, sobre alicuotas de la 
preparaci 'n (6 pg) en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9, altas concentraciones de 
FBP y Mgyt ( 2 . 5  inM y 10 mM respectivamente) y DTT 5 mM (V=0.2 ml). 
Actividad a las 24 hs en presencia de DTT, FBP y ca2+= 1.8 U/mg. prot.= 
100%. 
~ ; 2 1  Efecto de la tem~eratura. 
Ante la posibilidad de que la temperatura pudiera ser 
un factor importante en la cinetica de la recuperacion, la 
muestra fue diluida a 0°C y a 24 "C en Tris-HC1 30 mM (pH 
7.9) y DTT 5 mM y luego la actividad enzimatica fue ensayada 
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sewn se describe en Materiales y Metodos (figura 33). La 
recuperacion de la capacidad funcional a 2 4 " ~  no solo fue 25 
% mayor que la obtenida a O ' C  sin0 tambien mas rapida, ya 
que 10s t0,5 fueron 2.5 horas y 4 horas, respectivamente. 
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Figura 33. Efecto de la temperatura en la recuperacion de la actividad 
CFBPasa. La preparation de cuerpos de inclusion tratada como se indica 
en la figura 32, se diluyt 100 vec!s en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9 
conteniendo 5 mM DTT, a 0 C y a 24 C. A 10s tiempos indicados se 
determino la actividad CFBP sa en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9, altas 
concentraciones de FBP y Mgjt (2.5 mM y 10 mM respectivamente) y DTT 5 
mM (V=0.2 ml). 
A . 3 1  Efecto de 10s anticuer~os. 
Durante el fenomeno de replegamiento o "refolding" de 
las proteinas ocurren, en 10s distintos dominios de la 
molecula, plegamientos locales con diferentes cineticas que 
desplazan el equilibrio hacia las formas correctamente 
plegadas o estabilizan conformaciones incorrectas. La 
caracteristica fundamental de 10s anticuerpos radica en su 
estructura tridimensional que reconoce especificamente a1 
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antigeno. Para analizar el efecto de 10s anticuerpos 
policlonales preparados contra la proteina de fusion (Ab- 
GST-CFBPasa) y contra la GST (Ab-GST), 10s cuerpos de 
inclusion solubilizados fueron diluidos en presencia del 
reductor y (a) Ab-GST, (b) Ab-GST-CFBPasa, o (c) un suero 
normal. La figura 34 muestra que el Abdirigido a1 dominio 
GST de la proteina quimerica aumento 15 % la fraccion de 
enzima activa. Si bien el increment0 fue bajo, su 
persistencia sugiere que la estabilizacion del dominio GST 
lleva a una mayor recuperacion de la estructura funcional 
activa de la CFBPasa. 
0.2 
Ab GST 
Suero normal 
Tiempo (minutos) 
Figura 34. Efecto de 10s anticuerpos sobre la recuperacidn de la 
CFBPasa. La GST-CFBPasa fue incubada en buffer Tris-HC1 30 mM, pH 7.9, 
enopresencia de 6 M urea, 5 mM DTT y 0.2 tqM EGTA, durante 1.5 horas a 
37 C. Luego, alicuotas identicas fueron diluidas 70 veces en Tris-HCl 30 
mM, pH 7.9, DTT 5 mM y (a) Ab-GST; (b) Ab-GST-CFBPasa y (c) suero normal 
[dilucidn de Ab 1/170]. Se determino la actividad CFBPasa a tiemp s 
variables despugs de la dilucitjn, en altas concentraciones de FBP y Mg B+ 
y DTT 5 mM. 
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B) Recu~eracion de la actividad catalitica  or filtracion 
molecular 
A fin de optimizar la renaturalizacion de la CFBPasa, 
se ensayo la elimination de la urea mediante filtracion en 
una columna de Sephadex G-25.  Las fracciones eluidas fueron 
diluidas 10 veces en Tris HC1 30 mM (pH 7.9)/ 5 mM DTT 
previo a1 ensayo de actividad. La actividad aumento 1.4 
veces luego de 24 horas post-dilution. En este experiment0 
preliminar, la enzima fue ensayada por 50 minutos en 
presencia de altas concentraciones de FBP, M ~ ~ +  y DTT. 
Estas condiciones pueden favorecer la activacion de la 
enzima por el sustrato y el cofactor. La tabla I1 muestra 
que este es el caso. La actividad a las 20 horas post- 
dilucion permanecio relativamente constante per0 la 
correspondiente a1 momento de la diluci6n amento dos veces 
con el tiempo de ensayo. Claramente, la actividad enzimatica 
debe ser medida en tiempos cortos para minimizar la 
activacion por el reductor, el sustrato y el cofactor 
durante el proceso catalitico. 
I Actividad CFBPasa (nmollmin) I I 
i~iern~o p st-dilucion I Tiempo de ensayo I 
( her-5) 14 min 30 min. 50 rnin. 
0 1,03 1.6 2,16 
a, 3,4 3 3  3,12 
actividad relativa 3,3 - 2,18 1 4  
..' 
TABLA 11. Renaturalizacion de la proteina de fusi6n GST-CFBPasa mediante 
la remocidn de la urea por filtracion molecular. La preparacion de 
cuerpos de inclusion tratada como se explica en la figura 34, se sembro 
en una columna de filtracion molecular Sephadex 6-25 (1 x 5 cm). Luego 
de recuperar las fracciones conteniendo la proteina, se las diluy6 10 
veces en Tris-HC1 30 mM, pH 7.9, y 5 mM DTT. La actividad CFBPasa se 
determin6 despues de 0 y 120 minutos de la dilucibn, segun se indica en 
la figura 34. 
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DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA PROTEINA DE FUSION. 
La estructura cuaternaria de las CFBPasas de espinaca, 
arveja y colza son similares; i.e. un tetramero constituido 
por subunidades identicas (c.a. 40 kDa). Para determinar el 
peso molecular (PM) de la forma activa , la GST-CFBPasa fue 
sometida a filtracion molecular (Ultrogel-ACA 34), 
estimandose la enzima por ensayos de actividad y por 
fluorescencia. El patron de elucion de la actividad CFBPasa 
(figura 35a) correspondio a una proteina cuya masa 
molecular (ca. 140 kDa) era coherente con una especie 
formada por dos polipeptidos GST-CFBP~S~ (figura 35b). De 
manera que, en contraste con 10s homotetrameros de las 
CFBPasas nativas, la forma activa de la proteina de fusion 
se ensamblo como un dimero. El perfil de elucion analizado 
por fluorescencia tambien mostro la presencia de componentes 
de alto y bajo peso molecular (figura 35, a) desprovistos de 
actividad catalitica. Como la muestra sembrada en la columna 
esta constituida por monomeros cuya masa molecular es ca. 65 
kDa (cf. figura 26), es posible inferir que 10s primeros 
constituyen agregados proteicos y 10s segundos 10s monomeros 
de la misma especie, ambos cataliticamente inactivos. 
En la mayoria de 10s organismos estudiados las 
Glutation S-transferasas constituyen una familia de 
proteinas dimericas (homo y hetero dimeros c.a 50 kDa) 
(Simons and Jagt, 1977; Mannervick et al., 1985; Trottein et 
al., 1992; Tomarev et al., 1993; Ahmad et al., 1993; Smith 
et al., 1986). Ello sugiere que la estructura cuaternaria de 
la forma activa de la GST-CFBPasa estaria determinada por la 
interaction entre 10s wdominios" de GST de cada monomero de 
proteina de fusion. Para corroborar esta suposicion la GST 
de S. ia~onicum fue expresada en El coli y purificada 
mediante cromatografia en Glutation-agarosa. El perfil de la 
purificacion se ve en la figura 36. Los analisis de la GST 
por SDS-PAGE y filtracion molecular indican que la proteina 
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expresada en la bacteria tambien es un dimero y que la 
interaccion entre las dos subunidades esta basada en 
interacciones no covalentes (figuras 37a y b). Estos 
resultados y las evidencias de que 10s puentes disulfuro en 
la CFBPasa de espinaca son intrasubunitarios (Villeret et 
al., 1995), sugieren que la reduccion de puentes disulfuro, 
necesaria para la actividad de la CFBPasa de la proteina de 
fusion, ocurre en las subunidades de la enzima dimerica. 
Ademas, 10s resultados muestran que dos polipeptidos 
fusionados -uno con tendencia a la dimerizacion y el otro 
proclive a la formacion de tetrdmeros- determinan una 
estructura cuaternaria que semeja a uno de ellos. 
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Figura 35. Determinacion del peso molecular de la GST-CFBPasa. (A) 
Cromatografia en Ultrogel ACA 34 de la proteina de fusion 
renatural izada. La proteina (500 pg) fue sembrada en una columna (1 x 67 
cm), en presencia de Tris-HC1 30 mM, pH 7.9 eluida con un flujo de 5 
ml/h. El perfil de eluci6n se analizo mediante la emision de 
fluorescencia a 335 nm (excitacidn: 280 nm). a actividad CFBPasa fue h+ determinada a altas concentraciones de FBP y Mg y en presencia de DTT 
10 mM. VO representa el volumen de elucion del azul dextrano y Vt el 
vol6men de elucion del Pi (7 moles) que acompatia a la muestra cuando 
se siembra, determinado por el metodo de Chen (Chen et al., 1966). Ve= 
voldmen de elucion. 
(B) Oeterminacion graf ica del Peso Molecular por comparacion con 
proteinas estandares que se somet ieron a f i ltracion en geles Ultrogel 
ACA 34. 
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GSH 
Figura 36. Cromatografia en columna de glutation agarosa de la fraccion 
soluble de E. coli expresando la GST de S. -iaponicum. La fraccion 
soluble del lisado bacteriano (10 ml) fue dializada contra Tris-HC1 30 
mM, pH 7.9 y filtrada a traves de membranas de Millipore (0.6 p) .  
Luego, 7.5 ml (3.8 mg/ml) fueron sembradas en una columna de glutation- 
agarosa (1 x 5 cm). La columna fue lavada con 10 ml de Tris-HC1 30 mM, 
pH 7.9 y la proteina adsorbida eluida con 10 ml del mismo buffer 
conteniendo 10% de glicerol y 5 mM GSH. Se determino la fluorescencia a 
335 nm y la actividad GST como se explica en Materiales y Metodos. 
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Figura 37. Caracterizacion de la GST (A) SOS-PAGE (11%) de la GST 
purif icada a partir de E. coli transformadas con pGEX-1 e inducidas con 
IPTG, en presencia (1) o ausencia (2) de reductor. 
(6) Cromatografia en Ultrogel ACA 34 de la GST expresada en E. coli. La 
proteina (700 fig) fue sembrada en una colurnna de Ultrogel ACA 34 (1 x 
67 cm), en presencia de Tris-HC1 30 mM, pH 7.9 y y eluida con Tris-HC1 
30 mM, pH 7.9 con un flujo de 5 ml/h. El perfil de elucion se analizo 
mediante la emision de fluorescencia a 335 nm (excitacion: 280 nm). El 
Peso Molecular de la GST se determino por comparacion con el 
de proteinas estandares. 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GST DE LA PROTEINA DE FUSION. 
Las GST son enzimas dim8ricas, no alostericas, cuyas 
subunidades individuales contienen un sitio activo complete, 
que cinetica y estructuralmente es independiente de la 
subunidad vecina (Danielson and Mannervick, 1985). 
Establecida la actividad CFBPasa restaba conocer si la 
proteina de fusion poseia actividad GST. Para ello la 
actividad GST se determino usando como sustratos 0.5 mM de 
1-cloro-2,4-dinitrobenceno y 2.5 mM de glutation reducido. 
La actividad especifica de la proteina de fusion (0.5 U/mg. 
prot.) fue el 25 % de la contraparte GST expresada en E. 
coli y purificada por cromatografia de afinidad (2 U/mg. 
prot.). Si consideramos que la porcibn GST representa un 
40 % de la masa de la proteina de fusion, entonces la GST 
quimerica poseia un 60 % de la actividad observada en la GST 
recombinante. 
TABLA I11 
u/mg U/mol GST 
------------ ................................. 
GST 2 53.2 
.................................................. 
GST-CFBPasa 0.5 32.5 
------------ ................................. 
EFECTO DE LA UREA SOBRE LA PROTEINA DE FUSION 
La GST-CFBPasa present6 dos dominios bien definidos GST 
y. CFBPasa dotados con la respectiva actividad enzimatica. El 
dominio GST aportaria la capacidad dimerizante generando con 
ello la forma estructural que presenta actividad CFBPasa, 
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Si un desnaturalizante afecta sensiblemente un dominio 
mientras no modifica el otro, entonces la respuesta de las 
actividades cataliticas a1 perturbante mostraria diferentes 
perfiles. Por ello la proteina de fusion renaturalizada 
mediante la tecnica de dialisis se incub6 por 16 horas a 
temperatura ambiente, en presencia de DTT y concentraciones 
variables de urea y luego se midieron las actividades 
CFBPasa y GST. Como se muestra en la figura 38, la 
actividad GST fue mucho m6s resistente a la 
desnaturalizacion que la actividad CFBPasa. Esta ultima 
decay6 rapidamente (10.5=0.4 M), en tanto que la primera 
permanecio constante hasta concentraciones de urea 
superiores a 2 M. La accion diferencial de la urea indico 
claramente que las actividades cataliticas de la GSt-CFBPaSa 
residen en dos dominios con caracteristicas estructurales 
independientes. 
.. 
sctlvidad GST 
Figura 38. Efecto de la urea sobre las actividades cataliticas de la 
GST-CFBPasa. La proteina de fusi6n renatural izada f ue incubada durante 
16 horas a 23 C, en Tris-HC1 30 mM (pH 7.9), 5 mM DTT y concentraciones 
variables de urea (0-2.8 M). Las actividades GST y CFBPasa fueron 
determinadas en presencia de urea 140 mM seg6n se especifica en 
Materiales y Metodos. ( - x  --.r-) actividad GST, ( -  - -  - )  actividad 
CFBPasa. 
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CONCLUSIONES 
La agregacion de proteinas heterologas sobreexpresadas 
en sistemas bacterianos implica un problema conformacional. 
La conformacion de las proteinas en 10s cuerpos de 
inclusion varia desde 10s estados practicamente nativos, 
hasta 10s estados totalmente desnaturalizados. En esta 
ultima forma 10s polipeptidos ttdesarmadosu se encuentran 
unidos covalentemente Par puentes disulfuro 0 
interaccionando no-covalentemente en ensamblados 
incorrectos. Recuperar la actividad biologica de las 
proteinas a partir de estos cuerpos de inclusion implica 
encontrar las condiciones optimas para que la proteifia 
adquiera en el espacio una estructura tridimensional similar 
a la nativa. En las proteinas eucariotas expresadas en 
sistemas procariotas este proceso es de sumo interes por ser 
requerido para la obtencion de proteinas recombinantes de 
importancia economica, farmacol6gica o clinica. Para ello es 
necesaria la disruption de 10s cuerpos de inclusion y la 
posterior resolubilizacion de sus proteinas constituyentes. 
Una vez solubles y desplegadas, las cadenas polipeptidicas 
deben recuperar su estado plegado nativo a fin de ser 
funcionalmente activas. Experimentalmente es posible llevar 
a cab0 con relativa facilidad el desplegamiento de las 
proteinas per0 es extremadamente dificultosa la reaccion de 
plegamiento. Las condiciones dptimas para estos procesos 
(i.e pH, fuerza ionica, polaridad del solvente, poder 
reductor, etc) son particulares para cada proteina y deben 
ser determinadas empiricamente. Las proteinas oliqomericas 
imponen una restriccion adicional a1 fenomeno de 
plegamiento in vitro ya que la asociacion de subunidades se 
convierte en un paso critico. 
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En la presente tesis el gen de la forma madura de la 
CFBPasa de trigo, en el que falta la secuencia que codifica 
10s 20 aminoacidos del extremo N-terminal, fue clonado en un 
vector de expresion a continuation del gen de la GST. La 
expresion de este gen produjo en E. coli una proteina que 
fue recuperada en forma soluble y activa, con un rendimiento 
de 1-2 mg por litro de cultivo. Sin embargo, mas del 90 % 
de la proteina quimerica particiond en 10s cuerpos de 
inclusion insolubles que presentaban muy baja actividad 
enzimatica. Esta proteina quimerica insoluble recupero su 
capacidad catalitica, tanto CFBPasa como GST, por la 
solubilizacion de 10s cuerpos de inclusion en presencia de 
urea 6M y DTT 5-10 mM. En este aspecto las tres estrategias 
ensayadas (la dialisis, la dilucion y la filtration 
molecular) han sido efectivas para eliminar la urea ' y  
permitir la renaturalizacion de la proteina de fusion. 
Resulta interesante que la ausencia de 10s 20 aminoAcidos de 
la region N-terminal de la CFBPasa de trigo no afecte la 
capacidad catalitica. Como se verd en la segunda parte de 
esta tesis, este hecho fue corroborado con la especie 
desprovista de la porcion GST. De manera que una region 
altamente variable en las FBPasa, tanto cloroplasticas coma 
no-cloroplasticas, no tendria participacion en el mecanismo 
catalitico. 
Simultaneamente aspectos estructurales y cineticos de 
la GST-CFBPasa reconstituida fueron caracterizados. La 
actividad CFBPasa es activable por DTT y por Trx, en un 
proceso que es estimulado por FBP y ca2+. Si bien en estos 
aspectos la proteina de fusion semeja a la enzima de 10s 
cloroplastos de espinaca, la activation por moduladores no 
fisiologicos como NaTCA y 2-propanol no fue observada. Mas 
bien la desaparicion de la actividad catalitica indico que 
estos perturbantes proteicos ejercieron solamente su 
conocido efecto desnaturalizante. 
Por otra parte fue determinado que la estructura 
cuaternaria de la proteina de fusion con actividad CFBPasa 
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es un homodimero (peso molecular 140000). Este aspect0 
constituyo un resultado novedoso en el context0 de las 
CFBPasas. Las formas cataliticamente activas de las CFBPasas 
purificadas fueron homotetr~eros cuya subunidad tiene masa 
cercana a 40 kDa. Mds aun la porcion CFBPasa de la proteina 
de fusion utilizada en la segunda parte de esta tesis 
tambien se ensamblo como un tetramero funcional. Aunque la 
capacidad catalitica estd reducida 10 veces, la proteina de 
fusion revelo que la forma tetramerica no es un requisite 
indispensable para la actividad CFBPasa. Aparentemente, la 
porcion GST induce a la proteina de fusion a integrarse como 
un dimero, ya que las GST, tanto recombinantes como 
purificadas de diversos organismos, poseen una estructura 
dimerica . 
Si bien la porcion GST determina que el ensamblado de 
la GST-CFBPasa produzca un dimero, ambos dominios fueron 
funcionalmente independientes. Los ensayos de sensibilidad a 
la urea mostraron que la actividad catalitica de la GST no 
es alterada cuando la capacidad funcional de la CFBPasa fue 
anulada Par modificaciones conformacionales. 
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SEGUNDA PARTE- ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA 
CFBPasa DE TRIG0 
La expresion de la CFBPasa de trigo fusionada a1 
extremo GST genero en la fraccion insoluble del lisado 
bacteriano una proteina quimerica con ambas actividades 
enzimaticas. Sin embargo, es esperable que la estructura y 
la funcion de la enzima cloroplastica este afectada por la 
presencia del polipeptido adicional. Por ello, con la 
intention de obtener solamente la CFBPasa de trigo encaramos 
el clonado y la expresion del gen en un nuevo vector de 
expresion: el plasmido PET-22. Luego abordamos e.1 estudio.de 
las caracteristicas cineticas y estructurales de la 
proteina recombinante, obtenida en forma homogenea ' y 
funcional a partir de un cultivo de celulas de E. coli. 
CLONADO DEL GEN DE LA CFBPasa DE TRIG0 EN EL VECTOR DE 
EXPRESION PET-22. 
El cDNA que codifica para la CFBPasa de trigo, 
contenido en el plasmido pKH1, fue amplificado por PCR. Con 
este fin el oligonucleotido correspondiente a1 extremo 5' 
del gen contenia un sitio de restriction para la 
endonucleasa NdeI, en tanto que el correspondiente a1 
extremo 3 '  poseia una secuencia especifica para la 
endonucleasa BamHI: 
a) oligonucleotido correspondiente a1 extremo 5' del gen 
NdeI 
5'-C CGG GAA CAT ATG TAC GAC ATG ATC AC-3' 
sec. en 283------------- > 
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b) oligonucleotide correspondiente a1 extremo 3 '  del gen 
BamHI 1298 
5/-C CTA GGA TCC GTT CTA CTC TGA AGA CAA-3' (hebra complem.) 
STOP <------------- 
E S S L  
aa #409 
La metodologia utilizada y 10s pasos realizados durante la 
reaccion de amplificaci6n estan detallados en la seccion de 
Materiales y Metodos. El fragment0 obtenido (1 kbp), fue 
purificado, tratado con las enzimas de restriccion NdeI y 
BamHI e insertado en 10s sitios respectivos del vector de 
expresion PET-22 (figura 39). Las bacterias recombinantes se 
caracterizaron por analisis de restriccion utilizando las 
mismas endonucleasas a fin de determinar cuales eran 10s 
clones portadores del plasmido con el gen recombinante 
(pKH2 
INDUCCION DE LA CFBPasa DE TRIG0 EN BACTERIAS RECOMBINANTES 
DE El coli BL21. 
La figura 40 muestra las proteinas presentes en 10s 
lisados de E. coli luego que la expresion del gen de la 
CFBPasa de trigo (38 kDa) fuese inducida con IPTG. 
Paralelamente a este evento la actividad CFBPasa en 10s 
lisados bacterianos aumento con el tiempo de induction 
(figura 41). A1 cab0 de 2 horas, la proteina inducida 
represento aproximadamente el 40% de las proteinas celulares 
totales encontrandose la mayor parte en la fraccion soluble, 
en tanto una proporcion minoritaria residia en el pellet 
insoluble. Dado que estos resultados sugerian que la 
proteina recombinante era la CFBPasa, se efectuo su 
purificacion. 
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Gen de la CFBPasa 
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Fiaura 39. Amplification del gen de la CFBPasa. Clonado en el vector 
p~?-22b(+). 
El gen de la CFBPasa (1.2 kbp), contenido en el plasmido pKH1, fue 
amplificado por PCR. El fragment0 de DNA fue purificado y ligado en 10s 
sitios NdeI y BarnHI del vector PET-22b(+). Luego de arnplificar el 
plasmido obtenido (pKH2) en celulas de E. coli DHSa, fue transferido a 
Wli BL21 y la expresi6n de la CFBPasa fue inducida en estas 
bacterias con 0.1 mM IPTG. 
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COLONIA 7 COLONIA 1 
Figura 40. Andlisis por SDS-PAGE de las proteinas de E. coli 
transformadas con pKH2. 
Luego de transformadas con pKH2 e inducidas por tiempos variables con 
IPTG, las celulas de 5. coli fueron homogenizadas como se indica en 
Materiales y Metodos. A1 icuotas de 10s 1 isados (30 pg) (inducidos 
durante 1, 2 y 3.5 hs.) fueron analizadas por SDS-PAGE. S: Fracci6n 
correspondiente a las proteinas solubles despues de 3.5 horas de 
induccibn. P: fraccibn correspondiente a las proteinas insolubles 
despues de 3.5 horas de induccibn. 
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Tiempo induccion con lPTG (horas) 
Figura 41. Actividad CFBPasa en 10s lisados de E. col i transformadas con 
pKH2. 
La actividad CFBPasa se determind sobre alicuotas (5 pl) de 10s lisados 
de E. coli transformadas con pKH2 e inducidas durante tiempos variables 
con IPTG, seg6n se explica en Materiales y M6todos. 
Colonia 1 
s Colonia 7 
PURIFICACION DE LA CFBPasa DE TRIG0 EXPRESADA EN E.coli. 
Las bacterias BL21 recombinantes inducidas con 
IPTG fueron centrifugadas y el precipitado resultante fue 
resuspendido en buffer TE (TrisHC1 50 mM (pH 8), EDTA 10 
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mM). Luego de congelar y descongelar la suspension 
bacteriana, su disruption se llevo a cab0 mediante dos 
pasajes por French Press y posterior ultrasonicacidn (4 
veces, 30 segundos). El lisado (38 ml) fue fraccionado con 
sulfato de amonio s6lido entre 20% y 90% de saturation. El 
precipitado final fue resuspendido en 20 ml de acetato de 
sodio 30 mM (pH 5.5) conteniendo EDTA 0.2 mM y dializado dos 
veces contra el mismo buffer. La muestra (25 ml) se sembrd 
en una columna de DEAE-celulosa previamente equilibrada con 
buffer acetato de sodio 30 mM (pH 5.5) conteniendo NaCl 20 
mM. La columna se lavd con 3 vollimenes del buffer de 
equilibrio y la enzima se eluy6 con 10 vol. de un gradiente 
lineal de NaCl [0.02 a 0.5 MI en el mismo buffer (figura 
42). Similar a lo observado con otras CFBPasas, las 
fracciones conteniendo la mayor proportion de la actividad 
CFBPasa eluyeron a NaCl 0.25 M. Luego de juntar las 
fracciones (volhen de eluci6n 350 ml-450 ml: pool 1; 
voldmen de elucidn 450 ml-500 ml: pool 2), se concentraron 
por ultrafiltracidn utilizando una membrana Diaflo PM-10 (MW 
cut-off: 10 kDa), hasta 0.25 del volumen original. La 
fracci6n con actividad enzimgtica que eluy6 antes de la 
aplicacidn del gradiente fue descartada porque contenia el 
grueso de la proteina y representaba solo una pequefia 
fracci6n de la actividad enzimatica total. Las dos 
fracciones con alta actividad fueron dializadas durante toda 
la noche en buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5.5). 
Alicuotas correspondientes a1 homogenato total, a1 
lavado de la columna y a las dos fracciones eluidas fueron 
analizadas por SDS-PAGE (figura 43a). Dado que el SDS-PAGE 
revel6 la presencia de varias proteinas en las fracciones 
correspondientes a1 "pool lN, esta preparacidn enzim6tica 
fue purificada mediante cromatografia en una columna de 
MONO-Q. Para ello la fracci6n enzimatica fue inyectada en la 
columna preequilibrada con buffer acetato de sodio 30 mM (pH 
5.5), y la eluci6n efectuada con un gradiente lineal de NaCl 
[O-600 mM] (1 m m n )  En forma continua fue estimada la 
RESULTADOS Y DISCUSION 
absorbancia a 280 nm. Las fracciones con actividad, que 
eluyeron aproximadamente a NaCl 0.35 M fueron dializadas 
contra buffer acetato de sodio 30 mM (pH 5.5). La 
preparacion se conservo a -20-c en alicuotas de 0.2 ml para 
su uso posterior. La proteina recombinante purificada se 
obtuvo con un rendimiento de 18 mg de enzima por litro de 
cultivo y un grado de pureza superior a1 95% (figura 43b). 
Volumen de elucion (ml) 
Figura 42. Cromatografia en DEAE-celulosa de la CFBPasa. La muestra fue 
sembrada en una columna (2 x 13.5 cm) equilibrada con buffer acetato de 
sodio 30 mM (pH 5.5) conteniendo NaCl 0.02 M. Luego de lavar la columna 
con 125 ml de este buffer, la eluci6n se efectuo con 400 ml de un 
gradiente lineal de NaCl [0.02 a 0.5 MI en acetato de sodio 30 mM (pH 
5.5). Volumen de la fracci6n: 5 ml. 
Se determino la actividad enzimatica como se explica en Materiales y 
M6todos. Las proteinas fueron dosadas por absorbancia a 280 nm (A280). - 
--a- Actividad, - L- - r -  A2809 - NaCl (M). 
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Figura 43. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purif icaci6n 
de la CFBPasa recombinante. 
(A) Alicuotas (30 pg de proteina) correspondientes a: 
1) extract0 crudo celular 
2) lavado de la DEAE-celulosa 
3) eluido de la DEAE-celulosa (NaC1 0.3 M) conteniendo la 
(pool 1). 
4) eluido de la DEAE-celulosa conteniendo la CFBPasa 
(pool 2). 
CFBPasa 
(B)  Andlisis de las fracciones correspondientes a1 eluido de la MONO-Q 
(NaC1 0.35 M). En 10s carriles 1-4, 2-5 y 3-6 se sembraron 4, 2.5 y 1 
pg respect ivamente, de las proteinas correspondientes a1 "pool 1" que 
contiene a la CFBPasa. 
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ACTIVIDAD DE LA CFBPasa DE TRIG0 
En general, las CFBPasas son funcionales cuando el 
ensayo de actividad se efectua a pH superiores a 7.8 y en 
presencia de altas concentraciones de FBP y M ~ ~ + .  Sin 
embargo, 10s ditioles estimulan la capacidad hidrolitica de 
la CFBPasa en presencia de bajas concentraciones de FBP y 
~ g ~ +  (Scheibe, 1991; Buchannan, 1991). La importancia de 10s 
agentes reductores en estimular la actividad CFBPasa radica 
en que posibilitan la conversidn de uniones disulfuro 
intramoleculares a grupos sulfhidrilo: 
Dado que la actividad de la CFBPasa involucra dos 
procesos con diferentes caracteristicas como la activacidn y 
la catalisis, estos pueden analizarse por separado. La 
estrategia experimental requiere dos etapas: luego de 
incubar la enzima bajo condiciones especificas (modulation) 
se ensaya la conversidn de sustratos a productos 
(catalisis). De esta manera la lenta conversidn de una 
forma enzimatica inactiva a otra activa puede estudiarse en 
forrna independiente de la transformaci6n de sustratos. Si la 
actividad fuese medida en un solo paso la formacidn de 
productos rnostraria una fase w. Extendiendo el tiempo de 
modulaci6n en el ensayo en dos etapas desaparece la forma 
transiente. 
La actividad catalitica de la CFBPasa de trigo se 
determind en un sdlo paso con altas concentraciones de FBP 
(2.5 mM) y M ~ ~ +  (10 mM) y en presencia o ausencia de un 
ditiol. Los resultados obtenidos mostraron que el DTT 
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estimulo diez 
U/mg.prot.). 
veces la actividad (7.6 U/mg.prot vs. 0.8 
Para el ensayo en dos etapas, la CFBPasa de trigo fue 
preincubada durante 50 minutos con DTT (5 mM), FBP (3 mM) y 
ca2+ (0,l mM) y luego su actividad catalitica ensayada con 
M ~ ~ +  1 mM y FBP 1 mM. Los resultados indicaron que la 
generacion de una enzima cataliticamente activa en este 
ensayo requiere estrictamente la presencia de 10s tres 
moduladores durante la fase de activacidn (2.5 U/mg.prot.). 
EFECTO DE LOS MODULADORES NO FISIOLOGICOS SOBRE LA ACTIVIDAD 
CFBPasa DE LOS CLOROPLASTOS DE TRIGO. 
Los aniones caotrdpicos generalmente son 
desnaturalizantes proteicos que en el caso particular de las 
enzimas llevan a una perdida de la actividad (Yvon, Chabanet 
and Pelissier, 1989). Este efecto tiene su origen en la 
alteration de la estructura del aqua la cual favorece la 
transferencia de las regiones apolares alojadas en el 
interior de las proteinas hacia la fase acuosa (Von Hippel 
and Wong, 1964; Hanstein et al., 1971). Experimentos 
realizados en el laboratorio (Ballicora and Wolosiuk, 1994; 
Stein, 1987), mostraron que la CFBPasa de espinaca no es una 
exception a la regla, ya que la incubacidn con NaTCA 0,15 M 
anuld en forma irreversible el 90% de su actividad. Mbs a h ,  
en la primera parte de esta tesis hemos mostrado que el 
NaTCA tiende a modificar la actividad CFBPasa de la proteina 
quimerica (cf. fig. 30). 
Sin embargo, 10s cambios conformacionales mediados por 
el anidn caotrdpico pueden conducir a conformaciones 
intermedias cuyas propiedades cineticas son diferentes 
respecto a1 estado nativo. Estas formas, que escapan a1 
proceso de desnaturalizacidn, pueden ser cataliticamente 
activas dependiendo de las condiciones en que se realiza el 
ensayo. Estudios previos mostraron que DTT, FBP, ca2+ y Trx 
convierten a la enzima nativa en una forma cataliticamente 
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activa con ba jas concentraciones de FBP (0,8 mM) y M ~ ~ +  (1 
mM) (Hertig and Wolosiuk, 1983). En estos experimentos, 10s 
aniones caotr6picos reemplazan a la Trx (Stein and 
Wolosiuk, 1987; Corley and Wolosiuk, 1985; Prat-Gay et al., 
1991). Mas adn, el efecto activador del NaTCA sobre la 
CFBPasa de espinaca mediaria un cambio conformacional que 
acelera la activaci6n reductiva de la enzima (Ballicora and 
Wolosiuk, 1994).. 
Sobre esta base, se ensayd el efecto del NaTCA sobre la 
CFBPasa recombinante de trigo. La enzima fue preincubada 
durante 30 minutos con DTT 5 mM, FBP 1 mM, ca2+ 0.05 mM y 
concentraciones variables de NaTCA y luego la actividad 
catalitica 'fue estimada a ba jas concentraciones de M ~ ~ +  y 
FBP. La figura 44 muestra que el NaTCA estimul6 la actividad 
de la CFBPasa de trigo. La enzima recombinante alcanzd su 
mgxima actividad (25.5 U/mg) con una concentracidn de NaTCA 
(0.225 M) mayor que la correspondiente para la enzima de 
espinaca (0.15 M). Las concentraciones~superiores a1 6ptimo 
mostraron el conocido efecto desnaturalizante del NaTCA. Por 
el contrario, concentraciones crecientes de NaTCA en la 
etapa de catglisis disminuyeron la actividad (10.5=0.11 M). 
Sobre estos resultados es posible concluir que, tal como la 
contraparte de hojas de espinaca (Stein and Wolosiuk, 1987), 
la CFBPasa puede ser estimulada por aniones caotropicos en 
su fase de modulaci6n e inhibida en su fase catalitica. 
Una estimulaci6n similar (30 U/mg) fue obtenida luego 
de preincubar la CFBPasa con DTT 5 mM, FBP 1mM y ca2+ 0.05 
mM, en presencia de 2-propanol 15% (datos no mostrados). 
NaTCA (mM) 
Figura 44. Efecto de l  NaTCA sobre l a  a c t i v a c i t n  de l a  CFBPasa. La enzima 
( 1  fig) se preincub6 durante 30 minutos a 23 C en presencia de Tris-HC1 
30 mM (pH 7 .9 ) ,  DTT 5 mM, FBP 1 mM, CaC12 50 pM y NaTCA. 
Se determino l a  ac t i v idad  c a t a l i t i c a  durante 10 minutos a 0.8 fig de 
enzima activada, en presencia de NaTCA 18 mM, FBP 1 mM, MgC12 1 mM, DTT 
5 mM y EGTA 50 jhl (V=l ml). 
EFECTO DE LOS MODULADORES FISIOLOGICOS 
La Trx de E. coli, clonada y purificada en el 
laboratorio (Mora Garcia, Hagelin and Wolosiuk, 1995), 
activ6 la CFBPasa de espinaca en presencia de FBP, ca2+, 
NaTCA y DTT (Mora Garcia, Ballicora and Wolosiuk, 1996). 
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Comportamientos similares fueron observados con las enzimas 
originadas de hojas de espinaca y una forma recombinante de 
colza. Como muestra la TABLA IV, esta Trx promovio la 
activaci6n de la CFBPasa de trigo (cf.figura 58). El mismo 
grado de activation fue observado cuando la enzima de trigo 
fue incubada con la Trx-f de espinaca (cf. figura 59). De 
manera que en presencia de FBP y ca2+, tanto la Trx-f 
cloropldstica como la Trx de E. coli fueron efectivas en la 
estimulaci6n de la CFBPasa recombinante de trigo. 
TABLA IV 
Efecto de las Trxs sobre la CFBPasa de trigo 
Actividad CFBPasa 
~reincubaci6n (U/mg prot. ) . 
.............................................. 
control 
---- - 
plus Trx 3 
................................... 
plus Trx-f 12.9 
DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LA CFBPasa DE 
TRIG0 . 
Para estudiar la estructura cuaternaria de la CFBPasa 
recombinante de trigo su movilidad fue analizada en columnas 
de filtration por geles. S e w n  muestra la figura 45, el 
perfil de eluci6n en Superosa 12 correspondi6 a un peso 
molecular aparente de 160.000. Dado que en SDS-PAGE el 
mon6mero era un polipeptido de 40 kDa (tedrico: 37.578 kDa), 
estos resultados implicaban que la forma funcional de la 
CFBPasa de trigo era un homotetrdmero. De manera que las 
caracteristicas cineticas, la estructura primaria y la 
cuaternaria de la enzima recombinante de trigo fueron 
similares a las observadas con las enzimas preparadas a 
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partir de hojas de espinaca, arveja y colza, asi como 
tambien a la recombinante de esta Gltima (Rodriguez Suarez 
and Wolosiuk, 1995). Dos aspectos hacen particularmente 
notable el ensamblado de la forma recombinante como un 
tetramero cataliticamente activo. Primero 10s polipeptidos 
constituyentes carecian de 10s primeros 20 aminoacidos 
correspondientes a1 extremo amino-terminal. Segundo, la 
agregaci6n funcional de la enzima fue llevada a cab0 en el 
citosol de E. coli. 
2 1 I I 
0.2 0.8 1 
KAV 
Figura 45. Determinacion del peso molecular de la CFBPasa recombinante 
de trigo. La muestra (0.5 ml, 250 p g ) ,  disuelta en acetato de sodio 30 
mM (pH 5.5)/NaC1 100 mM, fue sembrada en una columna de Superosa 12 (1 x 
25) y la eluci6n se llev6 a cab0 con el mismo buffer. En las fracciones 
(0.5 ml) la actividad enzimdtica fue determinada a altas concentraciones 
de FBP y MCJ~+ y DTT 10 mM. Los estdndares de peso molecular se describen 
en la figura. 
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DESNATURALIZACION DE LA CFBPasa DE TRIG0 POR EFECTO DE LA 
UREA. 
Las proteinas adquieren su estructura tridimensional en 
forma aut6nomaf basada en el orden especifico y secuencial 
de 10s aminoacidos de la cadena polipeptidica. Una manera de 
desentrafiar 10s pasos individuales del plegamiento in vivo 
es el anhlisis de 10s procesos de plegamiento in vitro. Las 
propiedades de una proteina cambian cuando se desnaturaliza. 
Existen, por lo tanto, distintas tbcnicas que permiten 
analizar el cambio de una dada conformaci6n a otra y el 
retorno a la forma original (Pace, 1986; Jaenicke and 
Rudolph, 1989) . ~dsicamente , las tecnicas utilizadas para el 
analisis in vitro de 10s procesos de desnaturalizaci6n y 
renaturalizaci6n de las proteinas radican en introducir una 
perturbaci6n quimica o fisica y luego en establecer 10s 
cambios en 
(a) Las funciones biol6aicas. En el caso de las enzimas 
la extrema sensibilidad de la actividad catalitica a las 
perturbaciones hace de esta medici6n uno de .los 
procedimientos que mejor estiman el plegamiento correcto de 
las proteinas. 
(b) Las caracteristicas conformacionales. Este enfoque 
recurre a1 analisis de las propiedades espectrales de las 
proteinas mediante fluorescencia, espectroscopia de 
absorbancia, NMR. Estas tecnicas permiten caracterizar no 
solo 10s estados nativos y desnaturalizados sino tambien 10s 
intermediaries de vida media suficientemente larga (Pappa 
and Cass, 1993; Mitraki et al., 1987). 
Altas concentraciones de urea desestabilizan las 
interacciones intramoleculares que contribuyen a1 
plegamiento correcto de 10s distintos dominios y con ello la 
proteina adquiere una estructura totalmente desenrollada. La 
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posterior remocidn del perturbante conduce a la proteina a 
una estructura mas compacta cuya conforrnacion puede 
coincidir, o no, con el estado inicial. En este contexto, la 
conforrnacion inicial de las proteinas condiciona la 
respuesta a1 perturbante, i.e, el perf il de 
desnaturalizacidn sera diferente cuando las estructuras 
terciarias Sean distintas. Numerosos estudios mostraron que 
el FBP, el ca2+, la Trx y 10s moduladores no-fisiologicos 
inducen cambios estructurales y funcionales en las CFBPasas 
(Ballicora, M.A. 1994). Con el fin de corroborar la 
existencia de dichas conformaciones, la accidn de 10s 
perturbantes quimicos fue analizada sobre la CFBPasa de 
trigo. 
Efecto de la urea sobre la actividad de la CFBPasa. 
Para caracterizar el efecto de la urea sobre el 
wunfoldingu de la CFBPasa de trigo se determind la actividad 
catalitica remanente de la enzima luego de su incubaci6n por 
tiempos variables con concentraciones crecientes de urea y 
DTT 10 mM. Como se ve en la figura 49, la actividad 
catalitica disminuy6 marcadamente no solo en funcion de la 
concentraci6n de urea sino tambien del tiempo de incubaci6n. 
En cambio a1 realizar la incubacidn con urea en presencia 
de FBP y ca2+ la disminuci6n de la actividad catalitica fue 
similar despugs de 1.5 horas o de 24 horas de incubacidn con 
el desnaturalizante (figura 47). La comparacidn de las 
concentraciones de urea necesarias para disminuir a1 50 % la 
actividad original ilustra sobre un estado conformacional 
estabilizado por 10s moduladores (tabla V). Claramente, la 
desnaturalizacidn de la enzima incubada con FBP y ca2+ 
requiere una concentracidn de urea (2.2 M) mayor que la 
enzima nativa (0.35 M). En este contexto la incorporaci6n de 
NaTCA durante la preincubaci6n con urea produjo un efecto 
desestabilizador sobre la enzima, ya que 10s valores de 10.5 
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caen de 2.2 M a 1.1 M. Sin embargo, la presencia de FBP y 
ca2+ restringid las variaciones temporales observadas con la 
forma tratada Gnicamente con DTT. 
2 3 
UREA (M) 
Figura 46. Efecto de la urea sobre la .CBFPasa. La enzima (10 pg) fue 
incubada por 10s tiempos indicados a 23 C, en presencia de Tris-HC1 50 
mM (pH 7.9) y DTT 10 mM conteniendo concentraciones crecientes de urea 
(V10.2 ml). La actividad catalitica se determin6 sobre alicuotas (1 pg). 
A1 diluir dicha alicuota la soluci6n para el ensa o de la actividad 
descripto en Materiales y Metodos [alto FBP, alto Mgz++l contenia ademis 
urea 80 mM (V=l ml). Actividad control (incubacidn por 24 hs. sin urea): 
81 pmmoles de Pi liberados. min-1. mg-1. 
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Figura 47. Efecto de la urea sobre la CFBPasa en presencia de Ca2+ y 
FBP. 
La enzima (3 pg) fue incubada por 10s tiempos indicados a 23*C, en Tris- 
HC1 50 mM (pH 7.9) ,  DTT 10 mM, FBP 1.5 mM y CaC12 0.15 mM, conteniendo 
concentraciones crecientes de urea (V=0.2 ml) . La actividad catal itica 
se determin6 sobre una a1 i uota (0.6 pg) en presencia de DTT 5 mM, alta 
concentraci6n de FBP y Mg2+ (2.5 mM y 10 mM respectivamente) y urea 80 
mM ( V = l  ml). Actividad control (incubaci6n por 24 hs. sin urea): 85 
poles de Pi liberados. min-l.mg-1. 
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1 0.5 (M) 
Preincubacidn Tiempo (horas) 
I 
1.5 24 
I 
u 
r DTT 2 0.35 
L 
e 
a DTT/E;BP/Ca++ 2.2 2.2 
I 
DTT/FBP/Ca++/NaTCA 1.25 1.1 
r 
Tabla V. Acci6n de 10s moduladores sobre la estabi lidad de la CFBPasa. 
La enzima fue preincubada durante tiempos variables en presencia de 
concen raciones crecientes de urea y s e g h  se indica DTT 10 mM, FBP 1.5 
mM, Cait 0.15 mM y NaTCA 0.18 M. La actividad se determin6 sobre 
a1 icuotas tal como en las f iguras 46 y 47. Los valores de 10 5 
representan la concentraci6n de urea a la cual se obtiene el 50% de la 
inhibici6n de la actividad enzimbtica. 
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Ffecto de la urea sobre la fluorescencia intrinseca de la 
CFBPasa . 
Las caracteristicas conformacionales de la enzima 
durante 10s experimentos de desnaturalizaci6n Y 
renaturalizaci6n fueron analizadas a traves de 10s cambios 
en la fluorescencia intrinseca de la CFBPasa. 
La forma madura de la CFBPasa de trigo posee tres 
triptofdnos y 18 tirosinas. En la enzima nativa, el maximo 
de emisidn a 334 nm sugiere un entorno no acuoso rodeando a 
estos crom6foros (figura 48). En presencia de urea 8 M el 
espectro de emisidn mostrd un mdximo a 343.5 nm. Este 
desplazamiento hacia el rojo es caracteristico de la p6rdida 
de la estructura terciaria de las proteinas que conlleva a 
la exposici6n a1 solvente de 10s residuos triptofano por 
cuanto el maxim0 de emisi6n del triptofdno en agua es 350 
nm. La concentracidn de urea condiciond la velocidad con que 
varia el entorno de rodea 10s cromdforos intrinsecos. En 
urea 8 M, la desnaturalizacidn de la CFBPasa fue 
prdcticamente instantdnea: el mdximo de emisidn del espectro 
fue 342.5 nm y 343.5 para el espectro medido de inmediato y 
a 10s 40 minutos respectivamente. En cambio, 10s maximos de 
emisi6n fueron 339 nm y 342.5 nm despues de 10 y 30 minutos 
de incubacidn, respectivamente en presencia de 6 M urea. 
Como 10s moduladores podrian estabilizar determinadas 
regiones contrarrestando el efecto desnaturalizante de la 
urea monitoreamos su efecto sobre el mdximo de emisi6n. La 
incubacidn a 2 3 " ~  durante 16 horas en presencia de DTT, 
produjo un maxim0 de emisi6n a 337 nm, el cual se desplaz6 
hacia el rojo por el agregado de concentraciones crecientes 
de desnaturalizante. El cambio significative ocurri6 a 6 M 
urea, alcanzando valores de 344 nm. Para provocar estos 
cambios en la fluorescencia fue necesaria una concentracidn 
de desnaturalizante 10 veces mayor que la utilizada para la 
inactivacidn de la enzima. A mod0 comparativo las figuras 49 
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y 50 incluyen 10s resultados obtenidos en 10s experimentos 
de actividad: la actividad enzim6tica y la fluorescencia 
intrinseca alcanzaron la mitad del valor inicial a 0.35 M y 
4 M urea, respectivamente (f igura 49). El valor de ,h 0.5 
indica la concentracidn de urea a la cual se obtiene el 50 % 
del desplazamiento del maximo de emision de fluorescencia 
intrinseca. En presencia de FBP y ca2+ 50 % de inactivaci6n 
ocurri6 a 2.2 M urea, en tanto que un cambio similar en la 
fluorescencia fue obtenido con 6 M urea. Los valores 
condensados en la la tabla VI muestran que el FBP y el ca2+ 
aumentaron la concentracidn de urea necesaria para lograr 
tanto la inactivacion como el cambio en la fluorescencia 
intrinseca. En conclusi6n ambos moduladores contribuyen a 
estabilizar la estructura terciaria de la CFBPasa. Estos 
resultados mostraron ademas que la pbrdida de actividad 
enzimdtica precede a 10s cambios conformacionales, por lo 
que habria una mayor flexibilidad conformacional en el 
sitio activo de la enzima que en la mol6cula como un todo 
(Tsou, 1993). 
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UREA 8M 
Figura 48. Espectro de emisi6n de la CFBPasa nativa y desnaturalizada. 
La enzima (5 pg) fue agregada a una solucidn que contenia Tris-HC1 30 mM 
(pH 7.9) y cuando se indica 8 M urea. Volfimen final: 3 ml. Luego se 
realiz6 el espectro de emisi6n de f luorescencia excitando a 280 nm. El 
espectro de la enzima en urea 8 M representa el de la enzima 
desnatural izada. Todos 10s espectros fueron corregidos sustrayendo un 
espectro de la soluci6n que contenia 10s agregados exceptuando la 
enz ima. 
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Urea (M) 
Figura 49. Efecto diferencial de la urea sobre la CFBPasa. 
La desnatural izacidn se anal iz6 mediante cambios en la act ividad 
enzimdtica ( -  8 --a-) y el desplazamiento del hldx de f luorescencia 
intrinseca ( - A - - & ) .  La enzima (3 pg/ml) se incubo en presencia de Tris- 
HC1 50 mM (pH 7.9)  ,eDTT 5 mM y concentraciones variables de urea, 
durante 24 horas a 23 C. Luego se determind su espectro de fluorescencia 
intrinseca ( -  - -  - ) ,  excitando la muestra a 280 nm (V=3 ml). Todos 10s 
espectros fueron corregidos sustrayendo un espectro blanco en el cud1 se 
hicieron 10s mismos agregados exceptuando la enzima. Para la 
determinacidn de la actividad enzimdtica se procedi6 como en la f igura 
46. 
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max. emisi6n (24 hs.) m: \ 
- -7 actividad (1.5 hs.) 
actividad (24 hs.)\ 0 
Urea (M) 
Figura 50. Efecto del FBP y el ca2+ sobre la desnatural izaci6n de la 
CFBPasa mediada por urea. La enzima (3 pg/ml) fue incubada en 
presencia de Tris-HC1 50 mM (pH 7.9),  DTT 5 mM, FBP 1.5 mM, CsC12 0.15 
mM y concentraciones variables de urea, durante 24 horas a 23 C. Luego 
se determin6 el espectro de f luorescencia intrinseca (-A--A-) , exci tando 
a 280 nm (V=3 ml). Todos 10s espectros fueron corregidos sustrayendo un 
espectro blanco en el cud1 se hicieron 10s mismos agregados exceptuando 
la enzima. Para la determinacidn de la actividad enzimitica, 3 pg de 
engima se incubaron en las mismas condiciones durante 1.5 y 24 horas, a 
23 C (V=0.2 ml) y la actividad remanente fue medida como se explica en 
la figura 47 (-0--b-). 
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1 0.5 (M) h 0.5 (M) 
Preincubacibn 24 horas 
U 
r DTT 0.35 4 
e 
DTT/FBP/Ca++ 2.2 6 
TablaVI. Efecto de la urea sobre la actividad y fluorescencia 
intrinseca de la CFBPasa. 
El carnbio relativo en el desplazamiento del mdximo de emisi6n se analizo 
a partir de 10s espectros de emisi6n de f luorescencia excitando a 280 
nm. El valor de h O  5 indica la concentraci6n de urea a la cual se 
obtiene el 50% del desplazamiento del mdximo de emisi6n de fluorecencia 
intrinseca. Se consider6 100% de carnbio relativo a1 mdximo de emisi6n de 
la enzima en ausencia de urea. Los datos corresponden a 10s experimentos 
descriptos en las f iguras 49 y 50. El valor de 10. representa la 
concentraci6n de urea a la cual se obtiene el 50% 8e la actividad 
enzimdtica inicial. 
Bfecto de la urea sobre la absorbancia de la CFBPasa a1 
Ultravioleta. 
Otra alternativa para caracterizar 10s cambios 
conformacionales de la CFBPasa de trigo producidos por la 
urea fue el analisis de 10s espectros de absorbancia en el 
ultravioleta. La absorcidn de las proteinas en el rango de 
230-300 nm estA determinada por las cadenas laterales de 10s 
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aminodcidos aromdticos tirosina, triptofano y fenilalanina. 
LOS espectros de absorci6n de 10s estados nativo y 
desnaturalizado aportan pequefias diferencias que son 
demasiado complejas para establecer la contribution 
individual de cada aminodcido. sin embargo, estos espectros 
son sumamente utiles para detectar 10s cambios 
conformacionales de las proteinas. 
El espectro de absorci6n de la CFBPasa fue determinado 
en presencia de 10s moduladores (FBP 1.5 mM, ca2+ 0.15 mM) y 
de urea (6 M) y 10s datos transferidos a una computadora. La 
cuarta derivada de 10s mismos fue obtenida mediante un 
programa en lenguaje Pascal, desarrollado en el laboratorio 
(M.A. Ballicora). La enzima nativa present6 dos picos 
mayoritarios (290 nm y 279 nm) y un pic0 pequefio (286 nm) 
(figura 51). El agregado de FBP y ca2+ desplaz6 uno de 10s 
mdximos hacia el azul: de 279 nm hasta 277.8 nm. El espectro 
de la CFBPasa en presencia de urea 6 M present6 3 maximos 
bien definidos, uno a 291.2 nm, otro a 277 nm y el tercero, 
de gran intensidad, a 284.5 nm. Mientras el primer0 se 
desplaz6 levemente hacia el azul (290 nm), 10s dos restantes 
permanecieron invariables por la presencia de FBP y ca2+. 
Congruente con 10s estudios previos, 10s resultados 
obtenidos con este protocolo alternativo corroboran que 10s 
moduladores y 10s perturbantes proteicos median en la 
formaci6n de diferentes estados conformacionales. 
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Figura 51. Anal isis de la cuarta derivada del espectro de la CFBPasa en 
el ultravioleta. La enzima (100 pg) fue incubada durante 5 minutos en 
una soluci6n que contenia Tris-HC1 30 mM (pH 7.9) y segtln se indica 
urea 6 M, FBP 1.5 mM y CaC12 0.15 mM (V10.4 ml). Cada espectro se 
registrd tres veces, 10s datos se transfirieron a una computadora y la 
cuarta derivada fue calculada a partir del promedio de 10s tres 
espectros. 
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Estados conformacionales de la CFBPAa de trigo 
El analisis del fen6meno de desnaturalizacion de la 
CFBPasa de trigo mediado por urea, ha permitido la 
caracterizaci6n de cuatro posibles estados conformacionales 
de la enzima, dependientes de la presencia de FBP y ca2+: 
Eat Elr E2 Y E3- 
' >DTT/FBP/C~++------ EO inact.'-'- \ > red.a~t."'>~2red. act. 
donde Ex representa un posible estado conformacional de la 
enzima . 
La diferente susceptibilidad a la urea que presentaron 
estas formas reducidas activas El, E2 y E3 indica 
claramente la existencia de estructuras tridimensionales 
distintas. En ellas 10s estados E2 y E3 representarian las 
conformaciones estabilizadas por 10s moduladores. 
Es destacable que 10s andlisis cineticos y 
estructurales realizados con la CFBPasa de espinaca 
(Ballicora, M.A and Wolosiuk, R.A. (1994)) indicaron la 
existencia de tres formas enzimdticas oxidadas diferentes, 
la enzima nativa inactiva (EfO), susceptible de ser 
desnaturalizada irreversiblemente por NaTCA; la enzima Erl 
originada por la incubaci6n de la forma E t O  con FBP y ca2+ y 
la forma Et2 cuyas caracteristicas estructurales se originan 
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por incubacidn de Efl con NaTCA (o cosolventes). Estas tres 
formas enzimaticas oxidadas fueron sustrato para la 
reduccidn por DTT, lo cual generd con diferentes 
velocidades una forma reducida cataliticamente activa, Ef3. 
Esta forma reducida Ef3 representaria uno o varios estados 
reducidos activos de la CFBPasa. MAS adn, experimentos 
posteriores (Mora Garcia, S. and Wolosiuk, R.A. (1996)) 
demostraron que en presencia de DTT, la Trx-f activa 
preferencialmente a la forma E f O ,  en tanto la accidn 
concertada del FBP y el ca2+ lleva a la aparicidn reversible 
de la forma Efl, cuya actividad es estimulada con mayor 
eficiencia por la Trx-m y Trxs bacterianas. En este punto, 
el NaTCA o el 2-propanol llevan a la CFBPasa a una 
conformacidn productiva Et2, en lugar de desnaturalizarla, 
de modo que la activaci6n de la enzima por Trxs bacterianas 
es indistinguible de la activacidn por Trx-f. 
Las formas cataliticamente activas que se originaron 
por reduccidn mediada por DTT y Trx (Et3) podrian ser una o 
varias especies diferentes. En apoyo de esta dltima 
hipotesis, 10s experimentos de desnaturalizacidn mediada par 
urea indicarian la existencia de tres especies reducidas y 
activas El, E2 y E3 representantes de tres formas 
conformacionales diferentes . 
Estructura cuaternaria de la CFBPasa en ~resencia de urea 
A fin de establecer la estructura cuaternaria en 
presencia de urea y DTT, la enzima fue primer0 incubada 
durante 4 horas a temperatura ambiente en ~ r i s  HC1 50 mM 
(pH7.9), DTT5 mM, EGTA0.05 mMy 4 Murea yluego 
analizada mediante filtracidn molecular. El perfil de 
elucidn en Superosa 12 mostrd solamente la presencia de la 
forma mondmerica (figura 52). Se@n la fig.46, dicha 
concentracidn de urea inactiva a la enzima despues de 3 
horas de incubacidn. Este resultado indica que la 
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inactivaci6n mediada por la urea se deberia a la disociacion 
en las respectivas subunidades. Tornados en conjunto, 10s 
resultados indican que 10s cambios en la fluorescencia 
intrinseca evidencian la desnaturalizaci6n de la CFBPasa. 
Sin embargo, concentraciones mucho menores del perturbante 
provocan la perdida de la actividad catalitica. Sobre estas 
bases, la alteracidn del dominio implicado en la cat6lisis 
precede a la modificaci6n de la estructura total. Este hecho 
refleja claramente la flexibilidad diferente de 10s dominios 
que componen la CFBPasa (Tsou, 1993). 
Figura 52. Andlisis del peso molecular de la CFBPasa en presencia de 
urea 4 M. 
(A) La CFBPasa fue incubada en Tris-HC1 50 mM (pH 7.9 conteniendo DTT 5 
mM, EGTA 50 @I y urea 4 M, durante 4 horas a 23 C y sembrada en una 
columna de Superosa 12. La flecha indica la posicidn de BSA (66 kDa). 
(B) A1 icuotas de las fracciones fueron anal izadas por SDS-PAGE (11%). 
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RENATURALIZACION DE LA CFBPasa 
La actividad enzimdtica depende de la integridad 
conformacional de la enzima y por ello es un parametro 
inequivoco de la obtenci6n del estado funcional. La 
recuperacion de las funciones biologicas es un indicador de 
la reversibilidad del plegamiento. Por ello el fenomeno de 
renaturalizacion de la CFBPasa fue estudiado siguiendo la 
actividad catalitica luego de la remoci6n del 
desnaturalizante. A altas concentraciones de urea este 
proceso implica el ensamblado de 10s mon6meros inactivos (E) 
en el tetramero con actividad catalitica (E4) 
4 E (inactiva)<---------- >E4 (activa) 
Del variado nizmero de factores capaces de afectar la 
reestructuracion de una proteina, estudiamos el efecto del 
pH y 10s moduladores sobre el plegamiento de la CFBPasa. La 
enzima, incubada en presencia de urea 6 M y DTT 10 mM, 
durante 140 minutos a 3 7 ' ~  fue diluida 25 veces, en 
soluciones de Tris-HC1 30 mM (pH 7.9) o Acetato de sodio 30 
mM (pH 5.5) ambas conteniendo el reductor. La actividad 
enzimdtica fue analizada a altas concentraciones de FBP y 
M ~ ~ + .  La figura 53 muestra que la CFBPasa alcanz6 la mdxima 
actividad especifica (38.4 U/mg) 30 minutos despues de la 
dilution a pH 5.5 y la mantuvo durante las siguientes 3 
horas. Por el contrario, a pH 7.9 la actividad catalitica no 
super6 el 20-25% de la actividad mdxima. Sin embargo, la 
posterior acidificacidn de esta soluci6n indujo un aumento 
brusco en la actividad catalitica evidenciando un efecto 
positivo de la concentraci6n de protones sobre la formaci6n 
del estado funcional. 
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Teniendo en cuenta el efecto estabilizador del FBP y el 
ca2+ sobre la estructura de la CFBPasa, se efectuaron 10s 
experimentos de renaturalizaci6n en presencia de estos 
moduladores. Siguiendo el esquema del experiment0 anterior 
la enzima desnaturalizada en urea fue diluida en Tris-HC1 
(pH 7.9) conteniendo FBP 1.5 mM y ca2+ 0.15 mM. Notablemente 
ambos metabolitos a pH 7.9 produjeron un efecto similar a1 
obtenido a pH 5.5 (actividad especifica: 34 U/mg) con una 
cinetica practicamente identica (figura 54). 
El ensamblado de 10s mondmeros de la CFBPasa en la 
forma tetramerica funcional fue logrado por dos caminos que, 
aparentemente, implican mecanismos diferentes. En el primero 
la protonacidn de las cadenas laterales de 10s residuos de 
aminoacidos causd la agregacidn de la enzima. En el segundo, 
dos moduladores mediaron la de las 
interacciones no-covalentes que contribuyeron a la 
estabilizacidn de la enzima. Aunque es evidente que, 
removido el perturbante, la recuperacidn de la actividad 
catalitica siguid dos caminos diferentes, es desconocido si 
las conformaciones activas que se obtienen son similares. 
0 
0 50 100 150 200 
Tlernpo (rninutos) 
Figura 53. Efecto del pH sobre el "refolding" o renaturalizacion de la 
CFBPasa. La enzima se incubo a 37 C durante 140 minutos en presencia de 
Tris-HC1 30 mM (pH 7.9), DTT 10 mM, EGTA 0.4 mM y urea 6 M. Alicuotas 
(25 pg) fueron diluidas 25 veces a 24 C, en ( i )  Tris-HC1 30 mM (pH 7.9), 
DTT 5 mM; ( i i )  acetato de sodio 30 mM (pH 5.5), DTT 5 mM. Cuando se 
indica se agreg6 acido acetic0 hasta pH 5-6. Luego de la diluci6n 
(tiempo cero) se midi6 la actividad catalitica sobre $!icuotas, en 
presencia de DTT 5 mM y altas concentraciones de FBP y Mg (V=0.2 ml). 
144 
RESULTADOS Y DISCUSION 
'"" I ac. Acetico 
- (A) FBP, Ca+ + (C) Suero control 
(B) Ab GST-FBPasa (D) Control 
0 1 I I 
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Tiempo (minutos) 
Figura 54. Efecto de moduladores y a~ticuerpos sobre el "refolding" de 
la CFBPasa. La enzima se incub6 a 37 C durante 2 horas en presencia de 
Tris-HC1 30 mM (pH 7.9) ,  DTT 10 mM, EGTA 0.4 mM y urea 6 M. Alicuotas 
(20 pg) fueron diluidas 25 veces, a 23 C, en Tris-HC1 30 mM (pH 7.9), 
DTT 5 mM conteniendo (i) FBP 1.5 mM y ca2+ 0.15 mM; (i i) Ab-GST-CFBPasa 
( 1 8 0 ) ;  ( i  i i ) suero control. Cuando se indica se agreg6 icido ac6tico 
hasta pH 5-6. Luego de la dilucidn (tiempo ce o) la actividad catalitica 
se midi6 a altas concentraciones de FBP y MgSt en presencia de DTT 5 mM 
(V-0.2 ml). 
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El conocimiento actual sobre las CFBPasas 
cloroplasticas se basa principalmente en 10s estudios 
realizados con las enzimas purificadas a partir de hojas de 
colza, espinaca y arveja. La ausencia de modificaciones 
postraduccionales en las enzimas cloroplasticas permite que 
10s sistemas procari6ticos de sobreexpresi6n representen una 
alternativa adecuada para la obtenci6n de grandes cantidades 
de proteinas. Durante la segunda parte de la tesis, hemos 
sobreexpresado a la CFBPasa de trigo, en forma soluble y 
libre del extremo GST, mediante la utilizacidn de un nuevo 
vector de expresi6n: el pldsmido PET-22. Este sistema 
permite clonar 10s genes de inter4s bajo el control 
inducible de las sefiales fuertes de transcripci6n y 
traducci6n del bacteridfago T7. La proteina clonada puede 
alcanzar, en pocas horas de induccidn, hasta el 50 % de la 
proteina celular total. De esta manera hemos recuperado de 
10s lisados de E. coli, grandes cantidades de la proteina 
soluble constituida por la secuencia aminoacidica de la 
CFBPasa de trigo en la cual faltan 10s 20 aminodcidos del 
extremo amino terminal de su forma madura. La producci6n de 
esta proteina recombinante super6 las limitaciones causadas 
por la formaci6n de cuerpos de inclusidn no solo por 
particionar en la fracci6n soluble sino tambien por poseer 
una actividad catalitica similar a las obtenidas con arveja, 
espinaca y colza. 
La enzima purificada se comport6 como un homotetrdmero 
de peso molecular c.a 160000, tal como las enzimas 
cloropl6sticas purificadas de hojas. La actividad catalitica 
fue potenciada por un agente reductor como el DTT en 
presencia de altas concentraciones de FBP y ~ g ~ + ,  en tanto 
que a bajas concentraciones de estos metabolitos fue 
necesaria la presencia previa de 10s moduladores DTT, FBP y 
ca2+. Es importante destacar que la Trx de E .  coli y la Trxf 
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de espinaca activan a la enzima de trigo durante 10s ensayos 
en dos etapas. A ~ n  mas, agentes no fisiologicos como el 
NaTCA y el 2-propanol potenciaron esta activaci6n ya que a 
FBP 1 mM, ca2+ 0.05 mM y en presencia de DTT, se obtuvieron 
10s maximos valores de actividad enzimgtica. 
Cabe destacar que, aunque la enzima carece de 10s 20 
aminoacidos del extremo N-terminal, las propiedades 
estructurales y cataliticas de la CFBPasa de trigo fue 
semejante a las observadas con las contrapartes de arveja, 
colza y espinaca. Sobre esta base disefiamos 10s experimentos 
con la forma truncada de la proteina madura a fin de 
analizar la importancia de esta regidn de la proteina sobre 
las caracteristicas cineticas y estructurales de la CFBPasa. 
Estos resultados permiten concluir que el aporte del extremo 
amino-terminal a la estructura tridimensional funcional y 
por lo tanto a la actividad catalitica es minimo o nulo. Sin 
embargo podria extenderse a otras CFBPasas porque la 
comparacidn de las estructuras primarias revel6 que el 
extremo N-terminal es la regidn donde difieren notablemente 
tanto las cloropl~sticas como las no-cloropldsticas. 
En las secciones precedentes se ha analizado el efecto 
estabilizador de 10s moduladores FBP y ca2+ sobre la 
estructura de la CFBPasa y por lo tanto su relacidn con el 
fendmeno de activacidn que estos metabolitos ejercen 
vitr~. Con el objetivo de detectar diferentes estados 
conformacionales de la enzima en presencia de dichos 
moduladores, se utilizaron las propiedades desnaturalizantes 
de la urea para el estudio del plegamiento de la CFBPasa. El 
comportamiento diferencial que 10s moduladores provocan en 
la respuesta de la CFBPasa a la desnaturalizaci6n por urea 
indica la existencia de estados conformacionales diferentes. 
En base a las propiedades cineticas y espectrales se han 
discriminado cuatro estados conformacionales de 
caracteristicas distintas: 1) un estado nativo inactivo (Ei) 
susceptible de ser activado; 2) un estado reducido activo 
(Eo) de corta vida media debido 
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posiblemente a la reoxidacidn a1 aire favorecida por el pH 
alcalino; 3) un estado reducido activo, estabilizado por la 
presencia de moduladores fisioldgicos como el FBP y el ca2+ 
(El) y 4) un estado reducido activo (E2), estabilizado por 
el FBP y el ca2+, que en presencia del modulador no 
fisioldgico NaTCA mostr6 mayor susceptibilidad a la urea 
(E3). Es importante remarcar que la inactivation causada por 
el tratamiento de la enzina por 4 horas con urea 4 M 
correlaciona con la perdida de su estructura cuaternaria. En 
estas condiciones la CFBPasa es un mon6mero sin funcidn 
catalitica. Sin embargo, despues de 24 horas en presencia de 
concentraciones de urea menores de 2 M la enzima fue 
inactivada aunque la estructura cuaternaria, caracterizada 
por ensayos de fluorescencia, no sufriera modificaciones. 
En conjunto 10s resultados obtenidos son congruentes con una 
mayor flexibilidad, y por lo tanto mayor inestabilidad, del 
sitio activo con respecto a1 resto de la mol4cula (Tsou, 
1993). 
APENDICE 1 
ANTICUERPOS Y ANALISIS ESTRUCTURAL 
Las interacciones proteina-proteina representan una 
alternativa experimental para el estudio de la estructura y 
la conformaci6n de las proteinas. En este sentido, la 
reaccidn de 10s anticuerpos con 10s epitopes expuestos del 
antigen0 constituye una herramienta adecuada para el 
andlisis de 10s cambios conformacionales de las enzimas. Si 
bien las enzimas pueden ser inhibidas por sus 
correspondientes anticuerpos, es posible generar anticuerpos 
que interactuen con 10s dominios que no participan del 
centro activo y en consecuencia no modifican la actividad. 
En el curso de esta tesis fueron preparados varios 
anticuerpos con las CFBPasas purificadas a homogeneidad cuya 
especificidad fue determinada en 10s ensayos de Western 
Blot. Sin embargo, la efectividad para influir sobre la 
actividad de la CFBPasa fue altamente variable. 
A) REACCION CRUZADA INTERESPECIFICA DE UN ANTICUERPO 
MONOCLONAL DIRIGIDO CONTRA LA CFBPasa DE .CLOROPLASTOS DE 
TRIG0 
Las estructuras primarias deducidas a partir de cDNA 
(Carrasco, et al., 1994; Horsnell and Raines, 1991; KoBmann 
et al., 1992; Raines et al., 1988; Rodriguez Sudrez and 
Wolosiuk, 1993) y la Qnica establecida mediante la 
degradacidn de Edman (Marcus and Harrsch, 1990) revelaron 
que las CFBPasas son proteinas hom6logas, relacionadas en 
tamafio. En contraste con la variedad de secuencias 
aminoacidicas, 10s datos concernientes a las propiedades 
cineticas y estructurales se circunscriben a las enzimas 
aisladas de espinaca (~olosiuk et al., 1993), arveja 
(Carrasco, 1994) y colza (Rodriguez suarez and Wolosiuk, 
1995). 
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A pesar de que 10s anticuerpos generados contra la 
CFBPasa de espinaca inmunoreaccionan con sus contrapartes de 
arveja (Fonolla et al., 1994), trigo (Raines et al., 1988) Y 
colza (Rodriguez Suarez and ~olosiuk, 1993), 10s anticuerpos 
policlonales no son id6neos para establecer epitopes 
comunes, ya que reconocen varios sitios antigenicos. Los 
anticuerpos monoclonales preparados por Hermoso y 
colaboradores (1990) reaccionan en forma cruzada con la 
enzima de espinaca y la de arveja, per0 faltan datos con 
respecto a las CFBPasas de otros origenes. En funcidn de 
estos datos fue de inter& establecer regiones especificas y 
precisas con anticuerpos monoespecificos. La proteina de 
fusidn entre la GST y la CFBPasa de cloroplastos de trigo, 
obtenida durante la presente t&sis, fue utilizada en la 
preparacidn de un anticuerpo monoclonal inmunoreactivo con 
la porcidn CFBPasa de la proteina quim&rica, la CFBPasa de 
trigo y la CFBPasa de otras hojas. 
La inmunizacidn de ratones que se llev6 a cab0 con 
dicha proteina de fusibn, gener6 ' varios hibridomas 
fuertemente positivos, de 10s cuales se seleccion6 uno a1 
que se denomind F10. Este clon fue seleccionado por su alta 
reactividad con la GST-CFBPasa per0 absoluta inefectividad 
en el reconocimiento de la GST (figura 55). A partir de un 
ensayo de doble inmunodifusidn (Outcherlony) llevado a cab0 
con inmunoglobulinas especificas (dato no mostrado) se 
concluy6 que el isotipo del anticuerpo monoclonal F10 era 
IgG1. Aparentemente este anticuerpo reconocid 
especificamente a la porci6n CFBPasa de la proteina de 
f usidn porque la reaccidn positiva obtenida con 
preparaciones homogeneas de CFBPasa de espinaca y colza 
coincidid en analisis de Western Blot con la posicidn de la 
subunidad de la enzima (c.a 40 kDa) (figura 55). AdemBs, en 
apoyo de esta observacibn, tambien fueron detectadas 
proteinas de 42 kDa en preparaciones crudas de hojas de 
otras variedades de trigo (Triticum s~elta. T. durum. T. 
aestivun) (datos no mostrados). Estos resultados indican 
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claramente la existencia de un epitope c o m ~ n  no solo en las 
CFBPasas de arveja y espinaca (Hermoso et al., 1990) sin0 
tambien en otras CFBPasas de origen filogenetico diferente - 
Poaceae (trigo), Chenopodiaceae (espinaca) y Brassicaceae 
(co1za)-. En conjunto con las estructuras primarias y el 
tamaiio de las subunidades, estos datos indican que las 
CFBPasas son enzimas estructuralmente relacionanadas. 
A pesar de reconocer especlficamente a las CFBPasas 
cloropl6sticas en ensayos de Western Blot, el anticuerpo 
monoclonal no inhibid la actividad enzimatica de la CFBPasa 
de trigo (datos no mostrados). 
Figura 55. ~nrllisis por Inmunoblot de la CFBPasa. Despues 
del SDS-PAGE de 1 pg de la CFBPasa purificada, se realizd el 
ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal 
F10 y un segundo anticuerpo, IgG anti-rat6n biotinilado. La 
reacci6n se revel6 con estreptoavidina unida a fosfatasa 
alcalina. carril a: CFBPasa de espinaca, carril b: CFBPasa 
de colza, carril c: GST-CFBPasa, carril d: CFBPasa de trigo. 
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B) CFBPasa DE ESPINACA: INHIBICION DIFERENCIAL DE LA 
ACTIVIDAD POR UN ANTICUERPO POLICLONAL HOMOLOGO. 
Los estados conformacionales de la CFBPasa generados 
durante la activacidn por 10s moduladores (FBP, ca2+, DTT, 
NaTCA, Trx) serian 10s responsables del aumento de la 
actividad enzimatica. Con ello variaria la afinidad de 
anticuerpos especificos y en consecuencia la modification de 
la actividad seguiria perfiles diferentes. 
El anticuerpo policlonal preparado en conejos contra la 
CFBPasa de espinaca, fue ensayado con la enzima de espinaca 
nativa y con la enzima previamente incubada con DTT, FBP, 
ca2+ y Trx. La inhibicibn que ejerce el anticuerpo sobre la 
actividad de la enzima depende de su estado de activacidn 
(figura 56 y tabla VII, columnas 1 y 3) y de la 
concentracidn de FBP y M ~ ~ +  utilizados durante la catAlisis 
(figura 56 y tabla VII, columnas 1 y 2) ya que 10s valores 
de 10.5 son diferentes cuando la enzima ha sido activada y 
cuando se mide su actividad catalitica en altas o bajas 
concentraciones de FBP y Mg2+. Esto sugiere que la 
interaccidn proteina-proteina es diferente si la enzima fue 
activada y si la catdlisis se mide en presencia de 
concentraciones dif erentes de Mg2+ y FBP. El efecto es 
similar tanto si la enzima se preincuba con el anticuerpo 
previamente a la catdlisis (esquema 111, A) como si se 
adiciona durante la catdlisis (esquema 111, B). Estos 
resultados indican que la capacidad de interaccidn entre la 
CFBPasa de espinaca y su anticuerpo homdlogo, dependeria de 
cambios conformacionales causados por la accien de sus 
moduladores que se traducirian en la exposicidn a1 solvente 
de superficies diferentes sobre la enzima. 
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Esquema I11 
. . 
enzima 
TrisHCl pH79 100 mh4 
Dm- 5 rnM 
FBP 0.8 mM 
CaCl-, ' 0.1 mM 
enzima 
B -Y 
r 
- act ivacidn 
, 
c a t i ~ i s ~ s  +ab 
. - I  
153 
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Figura 56. El efecto inhibitorio de anticuerpos policlonales se 
determin6 sobre la CFBPasa purif icada a homogeneidad a partir de ho jas 
de espinaca, s e g h  el Esquema 111. En el caso (A) la enzima se preincub6 
con el anticuerpo antes de medir su actividad catalitica y en el caso 
(B) se determin6 dicha act ividad catal it ica directamente en presencia 
del anticuerpo. El desarrollo de la cat4 isis se analiz6 tanto a bajas 1 como a altas concentraciones de FBP y Mg +. La actividad catalitica de 
la enzima nativa se determin6 a altas concentraciones de dichos 
modul adores. 
CFBPasa activada -A--4- catal isis a alt s concentraciones de 
-@-@ FBP (3 mM) y Mgft (10 mM) 
-0--+ catdlisis a baj s concentraciones de 
- Q - - 6 -  FBP (1 mM) y Mgft (1 mM) 
CFBPasa nativa -*-A- catdlisis a alt s concentraciones de 
-I--*- FBP (3 mM) y Mgft (10 mM) 
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Tabla VII 
Tabla VII. Se indican 10s valores de 10 5 obtenidos en 10s experimentos 
descriptos en la figura 56. Dichos valores representan la dilution de 
anticuerpos a la cual se obtiene el 50% de la inhibicion de la actividad 
catalitica de la enzima en las condiciones indicadas. 
En el caso de la CFBPasa de trigo, el anticuerpo 
policlonal preparado contra la proteina de fusion GST- 
CFBPasa descripta en la primer parte de esta tesis, carece 
de efectos, positives o negatives, sobre la renaturalizacidn 
de la CFBPasa (fig. 5 4 ) .  Adembs, a pesar de existir epitopes 
antigBnicos, reconocidos en ensayos de ELISA y Western Blot 
por el anticuerpo monoclonal y por el policlonal, la 
interaccidn de Bstos con la CFBPasa de trigo no produjo 
efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica. 
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C) PROTEINA DE FUSION DE 35 KDA 
En el centro de la estructura primaria las CFBPasas 
contienen una secuencia aminoacidica cuyo grado de identidad 
es casi total. 
espinaca 
trigo, colza, papa, 
arabidopsis 
Por el contrario, la homologia es extremadamente baja 
en la regidn que la precede. Aparentemente, esta regi6n 
denominada 170's loop, estd involucrada en la activacidn por 
luz via sistema Ferredoxina-Tiorredoxina. 
La estructura cristalogrdfica de la CFBPasa de 
cloroplastos de espinaca (Villeret et al., 1995), mostrb que 
el 170's loop estd insertado entre 10s residuos Leu 153 y 
Gln 154 de la FBPasa de rifibn de cerdo cono una protrusidn 
expuesta a1 solvente que no interacciona con las restantes 
subunidades (Marcus, Moberly and Labtshaw, 1988). La 
secuencia parcial del gen de la CFBPasa de trigo 
correspondiente a 10s aminoacidos 190 a1 260 fue preparada 
mediante t6cnicas de PCR y analisis de restriccibn. Este 
fragment0 de ADN fue expresado en E. coli en forna de 
proteina de fusi6n con la GST, la cual fue purificada 
mediante cromatografia de afinidad. Con esta proteina de 
fusidn se procedi6 a preparar un anticuerpo policlonal en 
cone jos. 
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Clonado v ex~residn de la ~roteina de fusidn de 35 kDa. 
La secuencia nucleotidica que codifica para el 170's 
loop fue amplificado por PCR, sobre el cDNA del gen de la 
enzima de trigo contenido en el plasmido Bluescript. El 
sitio de restriccidn para la enzima BamHI se incluyd en el 
oligonucl~otido correspondiente a1 extremo 5', en tanto que 
el sitio de restriccidn para EcoRI se incluyd en el 
correspondiente a1 3'. El fragment0 amplificado se clond 
direccionado en 10s sitios BamHI-EcoRI del polilinker del 
vector de expresi6n pGEX-2T. Se transform6 la cepa DH5aFfIQ 
por electroporaci6n y 10s clones obtenidos se caracterizaron 
por analisis de restricci6n. 
La expresidn de la proteina de fusion de 35 kDa se 
indujo con 0.1 mM IPTG segdn se ve en la figura 57. Esta 
proteina permanece practicamente en la fraccidn insoluble 
correspondiente a 10s cuerpos de inclusi6n. Su purificacidn 
se inicid a partir de un precipitado de bacterias inducidas, 
resuspendidas en ~ r i s  HC1 10 mM (pH 8); NaCl 150 mM; EDTA 5 
mM y tratadas con lisozima, DTT 5 mM y N-Lauroylsarcosina 
1.5%. Luego de sonicar y centrifugar esta preparacidn se le 
agreg6 a1 sobrenadante Trit6n X-100 3% y se lo sembrd en 
una columna de GSH inmovilizado en agarosa. La proteina de 
fusidn se eluyo en presencia de DTT, Tritdn X-100 y GSH 5 mM 
(Frangioni and Neel, 1993). Las fracciones enriquecidas en 
la proteina de 35 kDa, volvieron a sembrarse en una columna 
de GSH-agarosa obteniendose una fraction proteica pura (0.65 
mg/ml) que se utiliz6 en la preparacidn de un anticuerpo 
policlonal. Dicho anticuerpo policlonal reconoce a la GST de 
S. ia~onicum, a la proteina de fusidn GST-CFBPasa de 65 kDa, 
a la CFBPasa recombinante de trigo y en menor medida a la 
CFBPasa de cloroplastos purificada a partir de hojas de 
espinaca. 
En experimentos de activacidn de la CFBPasa de trigo 
con NaTCA, el anticuerpo contra la proteina de 35 kDa no 
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revel6 ning~n efecto significative sobre el proceso de 
activaci6n (figura 58). Este anticuerpo tambien fue incapaz 
de impedir la activacidn enzimdtica mediada por la Trx de E. 
coli o la Trx-f de espinaca (figuras 59 y 60). En cambio, 
el anticuerpo policlonal preparado contra la CFBPasa de 
espinaca es capaz de disminuir 70% la actividad catalitica 
de la enzima de trigo (vease figura 61). 
Figura 57. Expresi6n de la proteina de fusi6n de 35 kDa. Andlisis por 
SDS-PAGE (11%) de las proteinas de F .  coli inducidas con IPTG, que 
expresan la proteina de 35 kDa. 
(1) Proteinas solubles del cultivo inducido. 
(2) Proteinas solubles del cultivo sin inducir. 
(3) Fracci6n insoluble o cuerpos de inclusi6r-1, del cultivo 
inducido. 
(4) Proteinas totales del cultivo inducido. 
APENDICE 1 
158 
Ab control Ab 2K control 
Figura 58. La CFBPasa (1 pg) se incub6 durante 2 horas a 24'~ en 
presencia de Tris-HC1 50 mM (pH 7.9) y una diluci6n 1/14 de 10s 
anticuerpos policlonales ( i )  control, ( i i )  Ab2K, contra el fragment0 
"extra" de las CFBPasas autotrdficas. Luego se agregd a la enzima una 
mezcla de activaci6n que contenia DTT (5 mM), FBP (1 mM), CaCl (50 pM) 
y NaTCA (0.21 M) (V=50 ~ 1 )  con la cual se incub6 durante 3 8 minutos 
(V=50 pl). Finalmente se etermin6 la actividad remanente a bajas 
concentraciones de FBP y Mggt durante 10 minutos (V- 1 ml). 
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Activation + trx -trx -trx,+Ab control 
-trx, +Ab 2k P I  +trx,+Ab control +trx,+Ab 2K 
Figura 59. La enzima (5 pg) se incub6 durante 30 minutos a 24'~ en 
presencia de Tris-HC1 50 rnM (pH 7.9) y (i) Ab2K ( 1 1 0 )  ( i i )  suero 
normal (1/10) (V=45 pl). Luego se agreg6 a la soluci6n de enzima DTT 5 
mM y Trx de E. coli (2.5 pM) en 10s casos indicados (V=50 p1). Se 
incub6 durante 30 minutos y se determind la actividad cataliti a 
agregando una soluci6n que contenia bajas concentraciones de FBP y Mg s+ 
(V=250 11). 
APENDICE 1 
control Ab control Ab 2k 
Figura 60. El experiment0 se realize como el de la figura 58. La 
diferencia radica en que la enzima se active en presencia de DTT 5 mM y 
Trx-f de espinaca (2.5 pM). 
Blanco s i n  Trx-f: actividad= 0% 
con Trx-f: actividad control= 100% (12.9 U/mg) 
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Ab GST 
control 
CII( 
Figura 61. la CFBPasa (4 pg) se incub6 por una hora a 2 4 ° ~  en presencia 
de tris-HC1 50 mM (pH 7.9) y una diluci6n 1/20 de 10s anticuerpos 
pol i clonales contra ( i ) GST-CFBPasa, ( i i ) CFBPasa de espinaca, ( i i i ) 
GST. Luego se determin6 la activid d remanente en presencia de DTT 5 mM 
y altas concentraciones de FBP y Mggt (V=0.2 nl). 
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